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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva pripravou tkanovych nosi¢t z PVA metodou
elektrostatického zvlaknovani (electrospinningu) s inkorporovanymi trombocytarnimi ristovymi
faktory. Ctenaf je v teoretické ¢asti seznamen zejména s biologicky aktivnimi latkami, metodami
vyroby tkanovych nosi¢u a vodé rozpustnymi polymery, piedevsim tedy polyvinylalkoholu.
Experimentalni ¢ast obsahuje ptipravu nanovlakennych struktur z PVA o rtuznych procentech
hydrolyzy (88, 98 a 99%) s inkorporovanymi riistovymi faktory ¢i S inkorporovanym enzymem
kienové peroxiddsy (HRP). Vytvorené vrstvy byly podrobeny morfologické analyze, testim pro
detekei a kvantifikaci proteintl, sledovani aktivity inkorporovanych proteint v¢éetné biologického

in vitro testovani na bunéénych liniich 3T3-SA a MG-63.

Kli¢ova slova

Elektrostatické zvlakinovani, Polyvinylalkohol, Rustové faktory, Cilené dodavani 1é&¢iv,

Funkcionalizace scaffoldt, Trombocyty



Abstract

This diploma thesis deals with the preparation of tissue scaffolds from PVA by
electrostatic spinning (electrospinning) with incorporated thrombocyte growth factors. In the
theoretical part, the reader is familiar with biologically active substances, methods of production
of'tissue scaffolds and water-soluble polymers, especially the polyvinyl alcohol. The experimental
part includes the preparation of nanofibrous structures from PVA with different percentages
of hydrolysis (88, 98 and 99%) with incorporated growth factors or with horseradish peroxidase
enzyme (HRP). The created layers were subjected to morphological analysis, assays for protein
detection and quantitation, monitoring activity of incorporated proteins incl. biological in vitro

testing on 3T3-SA and MG-63 cell lines.

Keywords

Electrospinning, Polyvinylalcohol, Growth factors, Drug delivery system, Functionalization of

scaffolds, Platelets
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Seznam zKkratek

3T3-SA — Mysi fibroblasty Swiss albino

ADP — Adenosindifosfat

ATP — Adenosintrifosfat

APS — Amonium persulfate, peroxodisiran amonny
BSA — Bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
CAD/CAM - Pocitatem podporovany design a vyroba
CBB — Coomassie Blue Brilliant

DDS — Drug delivery system, cilené dodavani 1é¢iv
dH20 — Destilovana voda

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DMEM — Zivné médium pro bun&nou linii 3T3-SA
DMFM - Dimethylformamid

DMSO - Dimethylsulfoxid

ECM — Extracelularni matrix

EDTA — kyselinu ethylendiamintetraoctovou

ePTFE — Expandovany polytetrafluorethylen

HA — Kyselina hyaluronova

HRP — Kienova peroxidaza

MEM — Zivné médium pro bun&&nou linii MG-63
MG-63 — Lidské osteosarkomalni bunky

MTT — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
NC — Negativni kontrola

PAA — Polyakrylova kyselina
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PAGE — Polyakrylamidova gelova elektroforéza
PAN — Polyakrylnitril

PBS — Fosfatovy pufr (phosphate-buffered saline)
PC — Pozitivni kontrola

PCL — Polykaprolakton

PE — Polyethylen

PEG — Polyethylenglykol

PET — Polyethylentereftalat

PGA — Polyglykolova kyselina

PLA/PLLA — Polymlé¢na kyselina

PLCL — Polymlé¢na kyselina-co-kaprolakton
PLGA — Polymlécna-co-glykolova kyselina

PPE — Polyfosfoester

PRP — Plasma bohata na trombocyty, platelet-rich plasma
PS — Polystyren

PU — Polyurethan

PVA — Polyvinylalkohol

PVC — Polyvinylchlorid

PVP — Polyvinylpyrrolidon

RF/GF — Ristovy faktor, Growth factor

RT — Pokojova teplota

SDS — Sodiumdodecylsulfat, dodecylsiran sodny
SEM — Skenovaci elektronova mikroskopie

TA — Trombocyty z aferézy
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TB — Trombocyty z buffy coatu

TE — Tkanové inZenyrstvi, tissue enginering
TEMED — Tetramethylethylenediamin

TL — Trombocytarni lyzat

Tris — Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRS/PRP — Roztok bohaty na trombocyty
UV — Ultrafialové zateni

VWF — von Willenbranduv faktor

w/w — Hmotnostni procenta, hmotnost na hmotnost
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Uvod

Posledni dobou je obrovsky zijem o vodorozpustné polymery vhodné pro tkanové
inzenyrstvi a cilené dodavani 1é¢iv. Prave jejich schopnost se rozpoustét ve vodeé je vybornym
fedenim pro inkorporaci citlivych biologicky aktivnich latek jako jsou proteiny. Cim dél ¢ast&ji
se taktéz vyuziva trombocytl a trombocytarnich ptipravkd, které podporuji pfedevsim proliferaci
bunék a dalsi biochemické procesy, a jiz nyni se s nékterymi lze setkat v praxi. V poslednich
letech roste zajem piedevsim o metody piipravy tkanovych nosict z polyvinylalkoholu. Tento

polymer je jednim z nejdostupnéjsich vodorozpustnych polymert.

Cilem této prace je vytvoieni PV A nanovladkennych vrstev s obsahem trombocytarnich ristovych
faktord a jejich nasledna analyza z hlediska morfologie a dale obsahu a kvality inkorporovanych

proteint.

-13 -



Teoreticka ¢ast

1 TKANOVE INZENYRSTVI

Tkéanové inzenyrstvi je multidisciplindrnim oborem pro vyvoj a vyrobu novych tkéni
a tkanovych nahrad. Slucuji se zde predevsim obory mediciny, biologie, materidlovych véd,

biotechnologii a v poslednich letech i nanomateriali a nanotechnologii.

Principem tkanového inzenyrstvi je vyrobeni a mozné osazeni scaffoldu buiikami, které se
ve vhodném prostiedi (bud’ in vivo €i ex vivo) dale proliferuji, popi. diferencuji a tvoii tak
postupné novou tkan. Takto vyrobena tkan se dale transplantuje pacientovi. Buniky jsou, pokud je
to mozné, odebirany pacientovi (autologni buriky), nakultivovany a nasazeny na vyrobeny
scaffold. Tim se zajistuje nejlepsi mozna odpoveéd’ organismu na novou tkan. Buiky jsou télu
vlastni a nevznika imunologicka odpoveéd’. Dale je mozné pouzit bunky stejného Zivoc¢isného
druhu, tedy jiného cloveka (alogenni bunky), popfipadé bunky jiného Zivoc¢isného druhu
(xenogenni bunky). Dal$im principem TE je pouze vyrobeni a implantace scaffoldu do téla darce.

(Khademhosseini, 2005)

V tkanovém inZenyrstvi mohou byt také pouzity kmenové buiiky, coz jsou nediferencované
burniky, které mohou dale proliferovat a diferencovat se na potfebné specializované buiky. Podle
pivodu se kmenové bunky déli na dospélé a embryonalni. (Typy kmenovych bunék, 2013)
Vzhledem K velkému etickému problému ohledné odebirani a vyuzivani kmenovych bunék se
Castéji diskutuje o moznosti implantace neosazenych scaffoldd, které jsou schopny stimulovat

rust bunék pacienta. Tyto scaffoldy jsou ¢asto funkcionalizovany biologicky aktivnimi latkami.

1.1 Scaffoldy v TE — materialy a metody

Scaffoldy jsou materidlova konstrukce a podpora rastu tkané ¢i organu. Scaffoldy musi
splitovat pozadavky odpovidajici tkani, kterou nahrazuji ¢i vytvaii novou. Jiné vlastnosti maji
kritérium pro vyrobu scaffoldi patfi jeho cytokompatibilita, coz je schopnost nevyvolavat
imunologickou odpovéd’ a zaroven nesmi byt toxicky pro Zivot bunék a tkéni. Dalsim kritériem
je biodegradabilita, ktera piedstavuje dobu, po kterou je scaffold v ptivodnim tvaru, nedegradovan
a nevytvafi svou degradaci toxické slouCeniny. U pevnych tkani se cCastéji pouzivaji
nedegradabilni materidly. U mékkych tkani dochazi k vytvareni nové tkané, pfipadna doba

degradace scaffoldu by méla byt tmérna tvorbé nové tkané tak, aby podporu (scaffold) tkané
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pomalu pfevzala extracelularni matrix. Degradovany material ani jeho metabolity by nemély byt
toxické. Pro funk¢ni scaffold jsou dulezité i dal§i parametry - jeho morfologie jako poréznost,

struktura (2D/3D), ale téZ chemické a fyzikalni povrchové vlastnosti. (Wei, 2007)

Poréznost vyrobeného scaffoldu, a predev§im propojenost pérli, umoznuje transport zivin,
odpadnich latek a penetraci bunék dovniti scaffoldu. Dalsi vlastnosti zalezi na uplatnéni daného
scaffoldu — vodivé povrchy pro usnadnéni bunéénych interakci, mechanicka stabilita pro
funk¢énost materidlu, relativné jednoduchd vyroba a cena, snadna sterilizace scaffoldu.
(Boccaccini, 2007) (Wei, 2007)

Material
Degradac¢ni Mechanické
charakteristika vlastnosti
Scaffold

povrchu

Obr. 1: Viastnosti tkaiiového nosice (scaffoldu)

aktivni latky. Mezi né€ nejCastéji patii rustové faktory, cytokiny, ur€ité proteiny, vitaminy,
aminokyseliny aj. Tyto latky lze dale dopravovat a uvolilovat v urcitém mnozstvi, scaffoldy proto
mohou slouzit jako cilena doprava 1é¢iv, téz drug delivery systémy. (Boccaccini, 2007) (Yusop,
2012)

111 Materialy

Pro vyrobu scaffoldi se pouziva mnoho materialii. Od tvrdych kovu, kiehké keramiky,
ruznorodych polymert az po jejich kombinace. Kovy se pouzivaji predevsim pro tvrdé tkan¢, jako
jsou kosti a chrupavky, jelikoz polymery nemaji tak dobré mechanické vlastnosti.
Pro kostni scaffoldy se da pouzit napt. degradabilni porézni hoi¢ik ¢i zelezo (Yusop 2012), titan,
ptirodni latky jako kolagen, alginaty, kyselina hyaluronova, ale také syntetické polymery ¢i jejich

kombinace — PU, polyestery. (Wozniak, 2007) Srdecni scaffoldy se vyrabéji casto z kolagenu,
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alginatu, zelatiny, degradabilni polyestery. (Chen, 2007) Nahrady ¢i podpory nervové tkané jsou
tvoteny vétSinou polymery PE, PVC, ePTFE, PAN, PS, PGA, PLLA, PCL, silikony ¢i pfirodnimi
latkami kolagenem, Zelatinou, derivaty HA, alginaty. (Kingham, 2007)

Vyhodou polymerti je jejich mozna zpracovatelnost mnoha metodami a variabilita
vyslednych struktur, coz dé€la polymery velice atraktivnimi nejen v tkanovém inzenyrstvi. Pouzité
polymery mtizeme rozdé¢lit na pfirodni a syntetické. V poslednich letech se ¢im dal ¢astéji vyuziva
tzv. hybridnich polymernich scaffoldd, které kombinuji ptirodni a syntetické polymery. Vyhodou
téchto hybridnich scaffoldl je napodobovani extracelularni matrix a prostfedi samotné piirodni

tkang. (Wei, 2007)

1.1.2 Polymery pro TE:

Dle ptivodu se polymery rozdé€luji na pfirodni a syntetické, v tkdnovém inzenyrstvi se dale
rozd€luji degradabilni a nedegradabilni. Pfirodnimi polymery jsou fibrin, kolagen, Zeletina,
chitosan, alginaty, celuldza, kyselina hyaluronova a dalsi. Fibrin s kolagenem se bézné nachazeji
Vv extracelularni matrix (ECM), proto dokazi skvéle napodobovat prostredi tkan€. Mezi syntetické
biodegradabilni  polymery fadime pifevazné poly(a-hydroxyestery), polyanhydridy
a polyorthoestery. Nejuzivanéjsi degradabilni polymery jsou PLA, PGA, PLGA, PEO, mezi
nedegradabilnimi polymery pak patii PE, PET, PTFE. (Ramalingam, 2012)

Pro nékteré aplikace je dilezita také rozpustnost polymeri. Rada polymerd vyuziva jako
rozpoustédlo vodu, coz je nejen vhodnéjsi pro lidsky organismu, ale také velice dilezité pro drug
delivery systémy napft. proteinii ¢i dalSich bioaktivnich latek, které jsou ¢asto citlivé na okolni
prostedi. Mezi polymery rozpustné ve vodé patii predevs§im polyvinylalkohol (PVA), rozpustné
derivaty celulozy, Zelatina, PEG, PVP, PAA, derivaty chitosanu, kyselina hyaluronova, skrob.
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Tabulka 1: Bézné vyuzivané polymery pro vyrobu tkanovych scaffoldu (Ramalingam, 2012) (Mohan, 2014)

Material Struktura Vlastnosti
Fibrin Pletivo polymerizovanych fibrilarnich =~ Buné&né lepidlo
proteint Osteokonduktivita
Laditelné mechanické vlastnosti
Kolagen typ | Podlouhlé proteiny z pevnych fibrilarnich = Neimunogenni
svazkil Bunééné lepidlo
Slabé mechanické vlastnosti
Chitosan Polysacharid z D-glukosaminu a N- = Hemostaticky
= acetyl-D-glukosaminu V kombinaci s hydroxyapatitem dobra
g osteokonduktivita a mechanické vlastnosti
E Alginat Polysacharid z blokti -D-mannuronatu a = Hydrofilni
a-L-guluronatu Slabé mechanické vlastnosti
Kyselina hyaluronova Polymer nesulfatovaného = Minimalné imunogenni
glykosaminglykanu Slabé mechanické vlastnosti
Napodobujici viskoelasticitu ECM
Celuloza Homopolymer z jednotek D- | Hydrofilni, vysoka reaktivita
anhydroglukopyranozy (AGU) Netoxicka, biokompatibilni
Poly(a-hydroxyestery) Alifaticky polyester vznikly = Biodegradabilni
(PLA, PGA) polykondenzaci ¢i polymerizaci = Laditelné mechanické vlastnosti
otevieného kruhu Degradace na kyselé slouceniny
Poly(e-kaprolakton) Alifaticky polyester pfipraveny = Biodegradabilni
otevienim kruhu e-kaprolaktonu Pomala degradace
Produkty degradace soucasti citratového cyklu
Dobré mechanické vlastnosti
‘% Polyhydroxyalkanoaty Polyestery Biodegradabilni
§ (PHAS) Netoxické
% Bioplast, dobré mechanické vlasnosti
Polyvinylalkohol (PVA) = Hydrofilni linearni polymer Rozpustny ve vodé
Chemicky odolny
Netoxicky
Polyethylenglykol Polyether, téz polyethylenoxid (PEO) Biodegradabilni
(PEG) Snadn4 modifikace
Netoxicky

1.2 Polymery rozpustné ve vodé

Dobré mechanické vlastnosti

Jednim z typu polymeri, které maji uplatnéni pfedevsim ve farmaceutickém pramyslu, jsou
polymery rozpustné ve vod¢. Jejich vyhoda tkvi pfedevSim v netoxickém rozpoustédle — vode,
ktera je t€lu vlastni. Terapeutické latky (proteiny, DNA, a dal§i) mohou byt denaturovany

toxickymi rozpoustédly, proto se priklani k pouziti polymerd rozpustnych ve vodé, a to ptredevs§im
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polymery a jejich vlastnosti.

PRIRODN{ POLYMERY ROZPUSTNE VE VODE

a)

b)

d)

Eteg celuldzy

Samotna celuldza je ve vodé nerozpustnd, proto se pievadi na estery celuldozy nebo
derivaty etherti celulozy, které jsou jiz ve vodé rozpustné. Mezi vyhody etheri celulozy
patii pfedev§im cytokompatibilita, diky ¢emuz jsou pfedevsim uplatiiovany v kosmetice
a potravinach jako pojiva, emulgatory, stabilizatory ¢i dezintegracni ¢inidla pro tablety.
Patii sem prevazné hydroxypropyl, hydroxyethyl a hydroxypropylmethyl celuléza.
Skrob a jeho derivaty

Skrobem se rozumi smés polysacharidi glukant, ktera je v &isté formé hiife
zpracovatelnd. Z tohoto duvoda se pfistoupilo k vyuziti jeho derivati — biologicky
rozlozitelnych polymerd na bazi Skrobu, které jsou vhodné piedevsim pro scaffoldy
kostnich tkani a DDS ve formach kapsli a gelt. (Kadajji, 2011)

Kyselina hyaluronova (HA)

Ptirodni polyaniontovy polysacharid nachazejici se bézné¢ v ECM ¢i v kloubni tekutiné
savcu se sklada zjednotek kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu. HA je
netoxicka, biokompatibilni, biologicky odbouratelna. Jeji vysoka rozpustnost ve vodé
a schopnost tvorby gelu se uplatituje v tkanovém inzenyrstvi kosti a chrupavek, DDS
i kosmetice. Vyuziva se napiiklad jako nosi¢ antibiotik pro oci i jiné dutiny, podporuje
hojeni ran a hojné se vyuziva v kosmetice jako plnivo v omlazujicich lécich proti
vraskam. (Kadajji, 2011)

OH OH

n
Obr. 2: Vzorec kyseliny hyaluronové

Chitosan

Jde o linearni polysacharid, biologicky odbouratelny, kompatibilni, malo toxicky. Ve své
Cisté forme je $patné rozpustny ve vodé o neutralnim pH, proto se pievazné vyuzivaji
jeho derivaty. Ty se uplatiiuji v oblasti kontrolovaného dodavani 1é¢iv, ortopedie

a pojivové tkang. (Kadajji, 2011)

-18-



f)

9)

h)

Dextran

Z chemického hlediska se jedna o glukan spojeny s a-D-1,6-glukézou, viz Obr. 3. Casto
se vyuziva jako makromolekularni nosi¢ — hydrogel se zaclenénym lécivem. Pouziva se
k1é¢bé¢ akutniho infarktu myokardu arterialni tromboembolie, Zilni trombozy
v kombinaci se streptokindzou, kterd diky vlastnostem dextranu dosahuje delsi zivotnosti

v obéhu pacienta. (Kadajji, 2011)

/cn
é._.)

5?_

Obr. 3: Fragment dextranu
Karagenan
Karagenan je sulfatovy polysacharid vyskytujici se v cervenych moiskych tasach. Svou
schopnosti tvorby gelu je povazovan za dobrou nahrazku Zelatiny. Uplatiiuje se ve vyrobé
topickych podkladu, pfi vyrobé Cocek, kryti ran ¢i antikoncepénich gelt. (Kadajji, 2011)

Xanthanova guma

Smés polysacharida glukopyranosilovych, mamnopyranosilovych
a glukopyranosiluronovych jednotek. Jiz pti nizkych koncentracich se jedna o viskozni
roztoky, proto je vhodné jako zahustovadlo, stabilizator i dodavani 1éCiv hydrogely.
(Kadajji, 2011)

Guarova guma

Jedna se o polysacharid sloZeny z jednotek galaktdzy a manodzy. Diky jeho degradaci
V tlustém stfeve je vhodny pro DDS se zpomalenym uvoliiovanim 1é¢iva. Pouziva se také
Vv tabletach jako pojivo ¢i dezintegra¢ni ¢inidlo. (Kadajji, 2011)

Zelatina

Zelatina je pfirozenym degradabilnim, netoxickym biopolymerem odvozenym od kyselé
hydrolyzy (zelatina typu A) nebo alkalické hydrolyzy (zelatina typu B) zviteciho
kolagenu z ktize, kosti a Slach. Jeji fyzikalni a chemické vlastnosti zalezi na ptvodu
Zelatiny. Tento polymer se Casto vyuziva v potravinach, kosmetice, farmacii, a i pro drug

delivery systémy. (Hoque, 2015)
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b)

SYNTETICKE POLYMERY ROZPUSTNE VE VODE
Polyethylen glykol — PEG

Polyethylenglykol se syntetizuje interakci ethylenoxidu s vodou, ethylenglykolem nebo
ethylenglykolovymi oligomery. Vlastnosti PEG je dobré rozpustnost nejen ve vodé, ale
také v organickych rozpoustédlech, proto je snadné modifikovat jeho koncové skupiny.
PEG ma Siroké pouziti ve farmacii a mediciné. Pouziva se naptiklad pro zvySeni
rozpustnosti hydrofobnich 1ékti, pii skladovani krve a organd, pro lepsi stabilitu 1éCiv.
PEG ma uplatnéni také jako konjugat s dalsimi molekulami a 1é¢ivymi latkami jako tzv.
PEGylované molekuly. Hlavnimi vyhodami PEG-léCivych konjugati jsou snizena
imunogenicita proteinu, zvySena doba zdrzeni v téle a sniZzena enzymaticka degradace.

Vétsina drug delivery systému, které jsou nyni na trhu, jsou PEGylované produkty.

(Hoque, 2015)
O H
H){V \/ﬂ\o/
n

Obr. 4: Vzorec polyethylen glykolu

Polyvinyl pyrrolidon — PVP

PVP je ve vod¢ rozpustny polymer s molekulovou hmotnosti od 40 000 do 360 000
g/mol. Jeho syntéza se provadi z monomeru vinylpyrrolidonu ve vode¢ ¢i isopropanolu.
Pouziva se hlavné jako pojivo v tabletovych prostredcich, ale také pro zvySeni biologické
dostupnosti nékterych ve vodé malo rozpustnych ucinnych latek pomoci riznych stupiti

rozpustného PVP (jako tzv. solubiliza¢nich ¢inidel). (Hoque, 2015)
qxo
H
o
n

Obr. 5: Struktura polyvinyl
pyrrolidonu

-20 -



¢) Polyvinyl alkohol — PVA

Jedna se o nejvice vyrabény synteticky, ve vode€ rozpustny polymer na svété. Komeréné

se vyrabi hydrolyzou polyvinyl acetatu (viz rovnice nize — 100% hydrolyza), jelikoz

vinylalkohol nelze ziskat v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté pro polymeraci.
[CH, — CH(OAc)], + H,0 - [CH, — CH(OH)], + CH3;COOH

PVA disponuje skvélou chemickou odolnosti a fyzikdlnim vlastnostmi. Filmy z PVA
vykazuji vysokou pevnost v tahu, odolnost proti odéru a bariérové vlastnosti proti
kysliku, které jsou v suchych podminkach lepSi nez vlastnosti vétSiny polymert.

(Herman, 2007)

HO |,

Obr. 6: Vzorec polyvinylalkoholu

Rozpustnost polyvinylalkoholu je mozna pouze ve velmi polarnich rozpoustédlech, jako
jsou voda, dimethyl sulfoxid (DMSO), acetamid, glykoly ¢i dimethyl formamid
(DMFM). Jeho rozpustnost ve vodé zavisi na stupni polymerace a hydrolyzy. Plné
hydrolyzovany PVA je rozpustny pouze ve vrouci vodé, ¢asteéné hydrolyzovany PVA
s hydrolyzou v rozmezi 80-99 % je rozpustny pii pokojové teploté, polymer s nizsi
hydrolyzou (70-80 %) pak pouze ve vode¢ o teploté 10-40°C. Nad tuto teplotu se jiz roztok
pritomnosti acetatovych skupin, které oslabuji UcCinek silnych vodikovych vazeb
hydroxylovych skupin a umoziuji tak rozpousténi PVA ve vod¢ pii nizSich teplotach.
(Herman, 2007) Pro aplikaci v cileném transportu 1é¢iv neni dobra rozpustnost vyhodou,
proto se PVA Ccasto situje ¢i se vytvaii DDS systémy v kombinaci s jinymi

nerozpustnymi polymery.

Povrchové napéti PVA se méni podle koncentrace, hydrolyzy a teploty. Jeho hodnota se
mirné snizuje S niz§i molekulovou hmotnosti.
Viskozita polymernich roztokl zavisi na molekulové hmotnosti a koncentraci. Viskozita

roste v zavislosti na hydrolyze a klesa se vzristajici teplotou. MuZe byt stabilizovana
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pfidanim malého mnoZstvi nizkomolekularnich alifatickych alkoholti, mocoviny ¢i soli
(pt. thiokyanaty). Rozsah hydrolyzy a obsah acetatovych skupin v PVA ovliviiuje také
krystalinitu PVA. (Herman, 2007) PVA gely byly pouzity pro kontaktni ¢ocky, obklady
umélych srdei a aplikace pro podavani 1€kti. PVA se pouziva hlavné v topickych
farmaceutickych a oftalmologickych ptipravcich, ale jeho vyuziti se nachazi také jako
stabilizator emulzi ¢i v lepidlech. (Hoque, 2015)

d) Polyakrylova kyselina — PAA

Kyselina polyakrylova je biodegradabilni ve vod€ rozpustny polymer s riznymi
prumyslovymi aplikacemi, jako naptiklad superabsorbent (jednorazové plenky), Gprava
vody atd. Kopolymery PAA modifikované blokovymi kopolymery polyethylenoxidu
a poly (propylenoxidu) maji Sirokou skalu 1ékaiskych aplikaci, protoze jejich slozky jsou
povazovany za farmaceuticky bezpecné. Jedine¢nad vlastnost kyseliny polyakrylové
spociva v tom, ze pti pH 5 existuje jako kapalina a jako gel pii pH 7. Je tak idealni pro
o¢ni podavani ribozymu?® do epitelu rohovky jako nosi¢e 1éku. Polymery na bazi kyseliny
polyakrylové se pouzivaji hlavné pfi Ustnim a sliznicnim styku, jako jsou tablety
s fizenym uvoliiovanim a peroralni suspenze. (Hoque, 2015)
e) Polyakrylamid

Polyakrylamid je synteticky polymer odvozeny od akrylamidového monomeru, ktery byl
piivodné zaveden pro pouziti jako nosna matrice pro elektroforézu. Siroce se pouZiva pro
fadu aplikaci od mikroanalyzy az po makrofrakciovani proteint, nukleovych kyselin
a dalSich biomolekul. Kromé elektroforézy byly polyakrylamidy také pouzity jako nosice
pro podavani 1€kt a bioaktivnich molekul. Polyakrylamid je polymer, ktery je tvofen
z jednotek akrylamidu, znamého neurotoxinu. AvSak samotny polyakrylamid je
netoxicky, ale je kontroverzni slozkou kvuli své potencialni schopnosti vylucovat
akrylamid. Polyakrylamid se pouziva v Sirokém spektru kosmetickych pfipravka
(zvlhcovacde, pletové vody, krémy, pfipravky na opalovani apod.). Hydrogely
polyakrylamidu a chitosanu jsou biokompatibilni a pouZzivaji se k trvalému uvolfiovani

antibiotik. (Hoque, 2015)
Os_NH>

n

Obr. 7: Strukturni jednotka polyakrylamidu

! Ribozym — katalyticky aktivni molekula RNA, ktera funguje jako enzym.
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f)

9)

1.3

Polyoxazolin

Stale Casté&ji zkoumany polymer se systematickym nazvem poly (2-alkyl-2-oxazolin)
v biomedicinské oblasti ptedev§im pro svou strukturalni podobnost k peptidim. Jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti mohou byt modulovany zménou alkylového substituentu,
diky ¢emuz lze pfipravit polymery hydrofilni i hydrofobni. Jedna se o univerzalni
polymery majici schopnost vytvaret nanostruktury. (Hogue, 2015)

Polyfosfaty

Anorganicky polyfosfat je fetézec desitek nebo mnoha stovek fosfatovych zbytki
spojenych vysokoenergetickymi fosfoanhydridovymi vazbami. (Kornberg, 1999)
Biologicky rozlozitelné polyfosfoestery (PPE), jako polyfosfaty, polyfosfonaty jsou
pouzivany pii podavani 1€kti, dodavani genti a tkanového inzenyrstvi. Jedine¢nost této
tfidy polymert spociva v chemické reaktivité fosforu, coz umoznuje pfipojeni bocnich
fetézcl, které mohou vést ke zméné rychlosti biologické degradace a molekulové
hmotnosti polymeru. Ve vodé rozpustné kladné nabité polymery jsou uzitecné pro
transport gentl. Pozitivné nabity polymer interaguje s negativné nabitou DNA
elektrostatickymi interakcemi vedoucimi k tvorbé komplexii a tim poskytuje ochranu

DNA pied enzymatickou degradaci. (Hoque, 2015)

Metody vyroby scaffoldi

V soucasné¢ dobé¢ jiz existuje mnoho metod pro vyrobu poréznich struktur, které jsou

dilezitou soucasti tkanovych scaffoldi. Vlastnosti povrchu scaffoldi hraji obrovskou roli pii

osazovani bunkami, vytvafeni nového organu a jsou specifické pro kazdou tkanovou oblast.

Pokud struktura scaffoldu tvofi systém propojenych port, dochazi 1épe k prorustani scaffoldu

buiikami, transportu zZivin i odpadnich latek. Vyslednymi strukturami mohou byt vlakenné 2D/3D

struktury, pény a dal§i. Mezi nejvyuzivangjs$i metody vyroby scaffoldl patii nasledujici metody:
(Ramalingam, 2012)

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

Solvent casting (liti rozpoustédla)
Salt-leaching (vymyvani soli)
Gas foaming (péna-plyn)

Fazova separace

Electrospinning

Self assembly

Rapid prototyping
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h) Membranova laminace

i) Lyofilizace

Casto se také pouziva kombinace téchto metod pro vyrobu scaffoldii s lepsimi funkénimi

vlastnostmi. V Tabulce 2 nalezneme vyhody a nevyhody jednotlivych metod.

Tabulka 2: Prrehled vyrobnich technik scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi (Ramalingam, 2012)

Metoda

Solvent casting

Salt-leaching
Gas foaming

Fazova separace

Elektrospinning

Self assembly

Rapid prototyping

Membranova laminace

Lyofilizace

Typ

2D/3D

3D
3D

2D/3D
2D/3D

3D

3D

3D

3D

Vyhody

Dobra kontrola porozity

Kontrola porozity, velikosti a tvaru port
Kontrola porozity a velikosti port, absence
toxickych organickych rozpoustédel
Zachovani aktivity molekul ve scaffoldu
Kontrola porozity, velikosti port a priméru
vlaken

Kontrola porozity, velikosti port a priméru
vlaken

Porozita a tvar scaffoldu presn¢ kontrolovan

Mozna vyroba rozmérnéjsich scaffoldi

Absence vysokych teplot, vymyvani neni
potieba

Nevyhody
Slabé mechanické vlastnosti
Zbytky rozpoustédla ve scaffoldu
Mala interkonektivita pora
Slabé mechanické vlastnosti
Mala interkonektivita pora
Nedostacujici kontrola tvaru scaffoldu
Slabé mechanické vlastnosti
Tlustsi vlakna -> mensi pory
Drahy material
Slozité navrhovani
Pouze urcité polymery
Draha zafizeni
Slabé mechanické vlastnosti
Mala interkonektivita pora
Dlouha doba vyroby

Limitované velikosti port
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2 NANOVLAKNA A TKANOVE INZENYRSTVI

Elektrospinning je jednou z nékolika metod vyroby nanovlaken. Nanovlaknem se oznacuje
idealné nekonecné dlouhé vldkno s obvyklym primérem desitek az nékolik stovek nanometrti.
Vyhoda nanovlaken v tkanovém inZenyrstvi tkvi ptedevs§im v podobnosti s nanofibrilarnimi
proteiny, které jsou obsazené v extracelularni matrix. Tyto proteiny poskytuji nejen biologické
a chemické prostiedi, ale také mechanickou podporu pro rist bunék. Nanovlakenné tkanové
nosice maji daleko vétsi povrch nez u nosicit vyrobenych jinymi metodami, coz ptispiva k lepsi
adhezi a proliferaci bun¢k na scaffoldu. Touto metodou se daji zvlaknit pfirodni i syntetické
materialy, napt. biodegradabilni PLGA, PCL, vodorozpustné polymery polyethylen oxid (PEO),
polyvinylalkohol (PVA) ¢i pfirodni materialy jako kolagen, kyselina hyaluronova, fibrin a dalsi.
Nanovlakenné nosi¢e jsou vhodné ptredevsim pro tkanové inzenyrstvi kosti, chrupavek,
meniskust, vazivové tkan¢, (Ramalingam, 2012) ale také pro kozni kryty a cévni nahrady. (Xu,
2004) Nanovlakna jsou také vhodna pro transport biologicky aktivnich molekul a slouzi jako drug
delivery systémy. Mohou obsahovat rtizné proteiny, vitaminy, riustové faktory, které poskytuji
nove tvorici se tkani dostatek zivin a potiebnych latek pro rast. Bioaktivni komponenty mohou
byt v polymernim roztoku dispergovany nebo existuje moznost vytvoreni bikomponentnich
vlaken (core-shell) — koaxialni elektrospinning. Tato vlakna jsou tvofena dvéma materialy, kdy
nejcastéji je vnitini vrstvou (tzn. jadrem - core) roztok/polymer s biologicky aktivni latkou. Ta je
postupné uvoliiovana do prostfedi po dobu degradace svrchniho materialu (shell). Vyhodou této
metody je moznost inkorporovat do jadra roztok s bioaktivni latkou, ktery neni zvlaknitelny.
Dilezitou podminkou je ale vzijemnd stabilita jaderného roztoku s obalovym polymernim

roztokem. Schéma koaxialni metody je zobrazen na Obr. 8.

Dispergace bioaktivnich komponent v polymeru je zaloZena na homogennim rozmichani
aktivni latky do celého obsahu polymeru, dale je polymer zvlaknén. Ve vzniklych vlaknech by
mély byt molekuly rozlozeny homogenné po celém vlaknu. Uvolniovani bioaktivnich latek

dochazi prostou difuizi a zaroven i postupnou degradaci materialu.
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Obr. 8: Schéma koaxidlniho zvldkiiovani (Jiang, 2005)

2.1 Tvorba polymernich nano/mikrovlaken

Nanovlakna jsou vlakna, jejichz délka je mnohonasobné vétsi nez prumer vlakna. Samotna
definice nanovlaken je nejednotna, nejéastéji uvadéné definice hovoti o priméru vlaken (vice nez
50 % distribuce) do 100 nm, (Definition of nanomaterial, 1995-2017) popi. n€kolik stovek
nanometrt. (Charakteristika nanovlaken, 2017) Primér vyrobenych nano/mikrovlaken je velice

zavisly na vyrobnich podminkach a pouzitém materialu.

Mezi technologie pro vyrobu nanovlakennych materiald mizeme tadit drawing, fazovou
separaci, self-assembly, template syntézu (Sablonova), melt-blown, forcespinning,

electrospinning a vyrobu bikomponentnich vlaken formou island-in-the-sea.

DRAWING

Drawing je metoda tazeni jednotlivych vldken z kapky ¢&i taveniny. Taznym procesem
kapilary (mikromanipulatoru) dochazi ke vzniku vlakna, za souCasného tuhnuti a vypatovani
rozpoustédla vznika pevné vlakno. Vyhodou této metody je moznost vytvoreni jednotlivych
a orientovanych vlaken, lze pfipravit i kiizené struktury. Pomérné velkou nevyhodou mize byt
nemoznost reprodukovatelné kontrolovat tloustku vlaken. V budoucnu by se takto vyrobena
vlakna mohla uplatnit v nanooptice, nanoelektronice, tkafiovém inZzenyrstvi ¢i ve vyrobé piize

s ptesné definovanym pocétem nanovlaken. (Bajakova, 2011) (Petras, 2009)
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Obr. 9: Princip technologie drawing (Bajdkovd, 2011)

FAZOVA SEPARACE

Laboratorni metoda vyuZzivajici odd€leni dvou fyzikalné odlisSnych fazi. Nejprve se
pripravena homogenni faze zchladi na teplotu, kdy dojde k vytvofeni gelu. Dale je nutné
odstranéni stavajiciho rozpoustédla a nahrazeni jinym se zcela odliSnymi vlastnostmi (piikladem
muize byt napt. voda a tetrahydrofuran). Béhem tohoto kroku se vytvaii v ptivodnim gelu sit’
nanovlaken. Material je pak ochlazen na teplotu tuhnuti druhého rozpoustédla, které je odstranéno
desublimaci za snizeného tlaku. Takto vyrobena vlakna maji strukturu nanovlakenné pény.

Tloustka vlaken se pohybuje v rozmezi 50 — 500 nm. (Petras, 2009)

Polymer | \\

\Qx
. 2 Solyent
Polymer  Gelation - exchange
. solution
P 4
/) S
Solvent Phase separation Nanofibers

Obr. 10: Princip metody fazové separace (He, 2014)

SELF-ASSEMBLY

Metoda inspirovana pfirozenym sklddanim molekul ve vétsi struktury. Casto vyuZivana pro
vyrobu peptidovych vlaken nebo peptidovych amfifilii. Proces samo-skladby je hnan mnoha
silami, jako napfiklad hydrofobni interakce, elektrostatické sily, van der Waalsovy sily, dale

je ovlivnén vnéjsimi podminkami — pH, iontova sila. Tato metoda i pies pomérne dobré vysledky

ey e

100 nm. (Zhang, 2012)
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POUZITI SABLON

Tato metoda vyuziva presné definovanych vzorovacich membran (template synthesis).
Témito membranami s velmi malymi otvory je protlacovan roztok polymeru do srazeci lazné.
Diky vyuziti membran dochazi k vyborné reprodukovatelnosti, ovSem metoda je stale
povazovana pouze za laboratorni. Priméry vlaken zavisi na pouzité membrané, casto od 100 nm.

(Petras, 2009)

MELT-BLOWN

Tato metoda vyroby nanovlaken je zaloZena na roztaveni polymeru, ktery je dale hnan do
trysek, knimz je veden stlaCeny horky vzduch. Po vytladeni je tavenina unaSena horkym
vzduchem a dlouZena do doby, nez se zachyti vladkna na kolektor. Vldkna jsou pak dale
zpracovany. Schéma principu je zobrazeno na Obr. 11. Pro tuto metodu jsou vhodné pouze urcité
druhy polymert a celd vyroba je velice draha. Pruméry vlaken se pohybuji nad 250 nm, obvyklé
pruméry primyslové vyroby jsou ale v fadech mikrometru. (Petras, 2009) (Nayak, 2011)

Hopper

r Pum
Gear Pumo Meit blown die

Hot air
mn Web Bonding
~ T ——— -

Collector

Extruder

Winder

Obr. 11: Princip metody melt-blown

FORCESPINNING

Technologie vyroby nanovlaken je zaloZena pfedevs§im na odstfedivé sile. Polymer ve formé
roztoku (popf. taveniny) je umistén do duté spinerety, ktera obsahuje otvory, jimiz se odstiedivou
silou vytvareji vlakna. Tato vldkna jsou dale dlouzena a zachytdvana na kolektorech. Soucasti
pristroje je také ohfev a motor spinerety. Schéma metody a spinerety je zobrazeno na Obr. 12.
Parametry vlaken lze ovladat predev§im rychlosti otaceni spineretu, teplotou a systémem sbéru
vyrobenych nanovlaken. Touto metodou se daji ziskat vlakna s primérem vétsim nez 200 nm.

Vyhodou této metody je absence vysokého napéti, relativné jednoduché zatizeni, velka produkce.
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Pro urcité typy polymerd je ovSem nutné zajistit vysoké teploty pii procesu. (Sarkar, 2010)
(Nayak, 2011)

(a)

Environmental Chamber Spinneret

e

Heater

Fiber
Collector

Out
-

Obr. 12: Schéma metody forcespinning (vlevo) a priklad spinerety (vpravo) (Sarkar, 2010)

ELECTROSPINNING

Electrospinning je metoda vyroby ultra jemnych vlaken (nanovlaken) pomoci aplikace
vysokého napéti na polymer a v soucasnosti se jedna o jednu z nejéastéji vyuzivanych metod.
(Sarkar, 2010) Principem je piiloZzeni vysokého napéti na polymerni roztok ¢i taveninu, vytvoieni
trysky (Taylorova kuzelu) a po piesaZeni kritické hodnoty napéti vznik bicujiciho vlakna, ktery
je sbiran na uzemnény kolektor. Castéji se vyuzivéa pro zvlakiovani polymerniho roztoku, jelikoz
zvlaknovani z taveniny s sebou nese spoustu problémii, od horsi produkce jemnych vlaken, az po
problém s elektrickym vybitim. Diky dlouhému zkoumani tohoto jevu a snaze zvySeni
produktivity se objevilo nékolik riznych pfistupti elektrostatického zvlaknovani. Obecné je 1ze
rozdglit na jehlové a bezjehlové techniky. Jehlové techniky mohou obsahovat jednu az nékolik
jehel v rizném postaveni (linearni, ¢tverec, trojuhelnik, elipsa, ..). (Nayak, 2011) Z bezjehlovych
technik Ize jmenovat naptiklad zvldknovani z volné hladiny, z polymerni hladiny na otocném
vodorovném valci (patentovana metoda profesora Jirsaka z Technické univerzity v Liberci,
zéklad pro vznik pfistroje Nanospider™ od firmy Elmarco). Nasledovaly také pokusy o pouziti
kuzelt, diskd a struny, ktera se v posledni dobé osvédCila nejvice. Dal$imi zkoumanymi

metodami jsou napt. bubble-electrospinning a electroblowing.

Bubble-electrospinning je zalozen na vytvareni bublin plynovou pumpou na volném povrchu
polymerniho roztoku, ke kterému je pfivedeno elektrické napéti. Z bublin se po pfiloZzeni
vysokého napéti stava konicky utvar podobny Taylorove kuzelu a po piekroceni kritické hodnoty
napéti vznika mnoho trysek produkujici nanovlakna, jez jsou sbirana na uzemnény kolektor.
Primér vlaken roste s ptilozenym napétim, coz je pravym opakem pfi ,klasickém™

elektrostatickém zvlaknovani.
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Electroblowingem rozumime modifikaci, ptfi které je proces zvlaknovani podporovan
foukédnim vzduchu. Vzduch se vstiikuje ptes zvldknovaci trysku, na vznikajici vlakno tak piisobi
nejen sila elektricka, ale také smykova sila vzduchu. Touto metodou lze vyrabét napt. nanovlakna

termoplastickych i termosetovych pryskyftic. (Nayak, 2011)

Jednou z dalsich metod je koaxialni elektrostatické zvlaknovani, které vyuziva dvou riznych
roztokil. Koaxialni elektrostatické zvlakinovani je unikatni a vysoce sofistifikovand metoda pro
vyrobu kompozitnich (bikomponentnich) nanovlaken. Jednotlivd vlakna by m¢la mit piesné
urcenou strukturu, tzv. jadro-plast’. Plast’ nanovlakna byva ve vétsiné ptipadid tvoten polymernim
materidlem, zatimco jadro miiZze byt tvoteno polymerem, ale i jinym roztokem. Z technologického
pohledu vzniké plast’ z elektrostaticky zvlaknitelného roztoku, zatimco roztok pro jadro nemusi
byt elektrostaticky zvlaknitelny. Koaxidlni nanovlakna nabizeji neobvyklé moznosti kombinace
vlastnosti a materialt, které neposkytuji zadna jind doposud zndma vlékna. Lze také vytvofit
vlakna bez jadra (duta vlakna, vymytim vnitiniho vodérozpustného materialu napt. PVA). Pouziti
koaxialniho elektrostatického zvldkiiovani je vhodné pro materidly, které je slozité nebo nemozné
zvlaknit béznym zptisobem. Této techniky lze vyuzit k inkorporaci aktivnich latek, jakymi mohou
byt anestetika, antibiotika, imunosupresiva, piirodni latky (DNA, proteiny, lipozomy, aj), ale také
rustové faktory do jadra koaxialniho biodegradabilniho nanovlakna s vyhodou vyssi koncentrace,
nez je tomu v piipadé klasickych nanovldken. Tato metoda neni natolik zkoumana a vyskytuje se
mnoho problémi se zvlaknénim, nevyhodou je také zatim nizka produkce, proto se uptednostiuje
elektrostatické zvlaknovani. Inkorporované aktivni latky mohou byt nasledné cilen¢ a fizené
uvolnovany, coz je s vyhodou vyuzivano napiiklad u aplikaci nanovlakennych vrstev v oblasti
topické 1é¢by a kosmetiky. (Nanopharma, 2015) Stejné jako u ,klasického* electrospinningu
existuji 1 zde dvé moznosti — jehlové a bezjehlové zvlaknéni. Schémata jednotlivych metod jsou

zobrazeny na Obr. 13 a Obr. 14.

. =5 f @ound

3) ko-axdlni spinner
b) piivod obalového materidiu
a b ©) pfivod jidrového materidlu
d) lapla

3) vrstva , jadrového™ materiilu
b) wrstva ..obalového™ materidlu
¢, d) Tayloridv kufel

&) polymerni trysia 2) polymerni tryska
) uzemnény kolektor f) uzemnény kolektor
£) zdroj vysokeho napéti
c ground
Obr. 13: Schéma jehlového koaxialniho Obr. 14: Schéma bezjehlového koaxidlniho zvldknovani
zvlaknovani (Vyslouzilova, 2014) (Vyslouzilova, 2016)
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2.2 Parametry elektrostatického zvlaknovani
Pro samotny proces vyroby nanovlaken metodou elektrostatického zvlaknovani ze struny je
nutné znat dilezité parametry. Tyto parametry se rozd€luji do dvou zéakladnich skupin —

materialové a procesni.

Materialovymi parametry se rozumi vlastnosti polymerniho roztoku jako jsou viskozita,
koncentrace, molekulova hmotnost, elektrickd vodivost roztoku a jeho povrchové napéti.

Viskozita velice zavisi pfedev§im na koncentraci i molekulové hmotnosti pouzitého materidlu.

a) Viskozita
Fyzikalni veli¢ina popisujici miru odporu roztoku se deformovat pod vlivem smykovych
sil. Tato veliCina je Uzce spojena s nasledujicimi parametry koncentrace a molekulové

hmotnosti polymeru.

b) Koncentrace
Koncentrace polymerniho roztoku rozhoduje o tvorbé vlaken. Pokud je koncentrace
polymeru pfili§ nizka, nebude dochazet ke vzniku vlaken (electrospinningu), ale
K elektrostatickému rozprasovani (electrospraying). P zvySeni bude dochazet
ke kombinaci electrospinningu a electrosprayingu (popft. vznika ,,koralkové* vlakno). Pti
vhodné koncentraci v§ak dochézi ke vniku nano/mikrovlaken. Pokud by koncentrace byla
ptili§ vysokd, dochazi jiz pouze k pfesunu hmoty vlivem vysokého napéti mezi
elektrodami. Pro kazdy polymer existuje jina vhodna koncentrace pro zvlakiovani.
Podminky jsou ale v zavislosti nejen na koncentraci, ale i na molekulové hmotnosti

polymeru. (Li, 2013)

€) Molekulova hmotnost

Molekulova hmotnost pouzitého polymeru, a tedy délka makromolekul ma v zasadé
piimy vliv na hodnotu viskozity. Nizka molekulova hmotnost polymeru je zodpovédna
za vznik kapsli a nikoliv vlaken. Existuji také hrani¢ni molekulové hmotnosti, nad které
se jiz metodou elektrostatického zvlakiiovani nevytvaii vlakna, jen dochazi k presunu
hmoty (tzv. mikro-pasy). Jednotlivé hrani¢ni molekulové hmotnosti jsou specifické pro
kazdy polymer. (Li, 2013)

-31-



d)

€)

Elektrickd vodivost

ZvySenim elektrické vodivosti roztoku se zvySuje povrchova hustota naboje, kterd ma
vliv na produkci hladkych vlaken bez ,koralkovych® defektt. Elektricka vodivost se da
zvysit pfidanim iontové soli, jako je naptiklad NaCl, KH2POs, nebo pouzitim organické

kyseliny jako rozpoustédla, napf. kyseliny mravenci ¢i octové. (Li, 2013)

Povrchové napéti

Povrchové napéti hraje roli pti tvorbé Taylorova kuzele, znaéi silu, ktera je potieba
K protrzeni polymerniho povrchu a jeho vzniku. Proto je nutné toto napéti snizovat.

SniZeni 1ze dosahnout ptidanim surfaktantu ¢i jiné latky. Pro PV A se pouziva ethanol.

Pro vyrobu nanovlaken jsou nicméné dilezité také samotné procesni parametry, mezi néz

fadime nejen pfiloZzené napéti, davkovani a vzdalenost kolektoru, ale také okolni podminky. Ty

hraji v procesu zvlakinovani nezanedbatelnou roli. Je dtlezité stale hlidat nejen teplotu, tlak, ale

predev§im vlhkost, proto se Casto vyuziva suSeni/zvlh¢ovani, topeni ¢i foukdni pro podporu

zvlaknovani.

f)

9)

h)

Napéti

Pfivedené vysoké napéti ma rozhodujici vliv na samotny proces. Pro iniciaci zvlaknovani
je potieba piekroceni prahové hodnoty napéti, kdy vznikaji Taylorovy kuzely a tvofi se
znich vladkna. Hodnota prahového napéti je u kazdého polymerniho roztoku jina.
Pro zvlaknovani polymernich roztokli PVA ¢i PCL se obvykle pouZziva napéti v rozmezi
30 - 60 kV.

Davkovani — rychlost cartidge

Rychlost davkovani pomoci cartridge by méla byt o néco vétsi, nez je relaxacni Cas, coz
je doba potiebna pro vznik Taylorova kuzele a nasledné vytvoreni bicujicich vlaken.
Idealni rychlost pro nejvétsi produkci je takova, kdy ma polymer cas vytvotit Taylorovy
kuzely, spotiebuje se vétSina polymerniho roztoku na struné a dochéazi k dal§imu

davkovani polymeru z cartridge (zasobniku polymerniho roztoku).

Vzdalenost kolektoru

Vzdalenost kolektoru od elektrody je dulezita pro tvorbu hladkych vlaken. Je potieba
zvolit takovou vzdalenost, ktera umozni vlakntim zcela ,,uschnout, resp. jde o odpafeni

rozpoustédla z vlaken. Vlakna by méla na substrat/kolektor dopadat jiz sucha.
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i)

Okolni podminky
Dilezité jsou také okolni podminky, jako naptiklad tlak, teplota, vlhkost. Kazdy polymer

reaguje na tyto podminky jinak. Nékteré polymery vyzaduji pifi zvlaknovéani vyssi
vlhkost, jiné vyssi teplotu. Casto se vyuziva i proud vzduchu, ktery podporuje tvorbu
nanovlaken (ma blize k electroblowingu). Teplota se sleduje z dtivodu vlivu na rychlost
odparovani rozpoustédla. Dlouhou dobu se nevénovala pozornost relativni vlhkosti, ktera
ma ovSem na elektrostaticky proces nezanedbatelny vliv. Pfikladem mohou byt
hydrofobni polymery, které v kombinaci s vysokou relativni vlhkosti zptsobi porozitu
vlaken. Pelipenko (Pelipenko, 2013) zkoumal vliv relativni vlhkosti (4-70%) na pramér
vlaken PV A pfi electrospinningu z jehly. Zjisténim bylo, Ze s rostouci vlhkosti vznikaji
slabsi vlakna. Jednim z vysvétleni miize byt rychlost odpafovani rozpoustédla, ktera je
mimo jiné hnéana rozdilem tlaku par rozpoustédla a jeho parcidlnim tlakem v komofte.
U vodnych roztokti polymeri se tento gradient zvySuje se sniZzenou relativni vlhkosti.
Pii nizké relativni vlhkosti dochazi k rychlému odpatrovani rozpoustédla hned po vzniku

vlakna, které je pak natahovano pouze piilozenym napétim. (Pelipenko, 2013)

-33-



3 CILENA DOPRAVA LECIV

Cilena doprava l1éCiv, drug delivery systémy (DDS) jsou systémy doddvani 1éCiv, které maji
za ukol zlepsit farmakokinetické a 1é¢ebné vlastnosti pouzitych 1ékti. Hlavnim cilem DDS je
zména farmakokinetiky a biodistribuce pouzitého terapeutika nebo vytvoreni lékového
rezervoaru (pro trvalé uvoliiovani latky) nebo oboji. Snahou téchto systém je jednodussi podéni,
transport a kontrola léciva vtéle. DDS jsou tvofeny nosi¢i a terapeutickymi latkami.
Terapeutickymi latkami se rozumi nejen 1éCivo, ale také dalsi biologicky aktivni latky. Mezi
nejcastéji pouzivané nosice patii polymery, micely, lipidy a liposomy, rtzné ligandy,
cyklodextriny, kalixareny aj. Polymery jsou vyuzivany ve form¢ ¢astic, dendrimerti, vlaken,
hydrogelt ¢i vrstev. (Allen, 2004)

Dlouha 1éta byly hlavnimi metodami tvorby polymernich DDS techniky komprese,
sprejovani a dip coating (ponofeni) nebo enkapsulace. (Liechty, 2010) Nyni je pomérné velké
mnozstvi riznych technik. Piikladem mohou byt nanocastice, které se daji vyrobit
nanoprecipitaci, emulsifikaci, metodou layer-by-layer (vrstva po vrstvé), rdznymi druhy

tisknuti/litografii ¢i electrospreyingem. (Zhang, 2012)

DDS systémy lze dale fadit z pohledu dodavani 1éciv do 4 kategorii:
a) Difuzné fizené systémy (monolitické)
b) Systémy aktivované rozpoustédlem (bobtnajici ¢i osmoticky fizené)
c) Chemicky fizené systémy

d) Externé spousténé systémy (teplota, pH, ..)

V poslednich letech se v souvislosti s timto tématem Casto hovoii o vyuziti tzv. inteligentnich
¢i citlivych polymerech. Jednd se o polymery tvofené velkym mnozstvim linedrnich ¢i
rozvétvenych (ko)polymerii nebo zesiténych polymernich siti. Charakteristickym znakem je
jejich schopnost reagovat na vné&jsi stimul (teplota, pH, elektromagnetické zatreni, ultrazvuk,
biochemické/chemické ¢initele, redoxni potencial, aj.) drastickou fyzikalni ¢i chemickou zménou,
jako je naptiklad rozpustnost, hydrofilita/hydrofobita, zména konformace, integrita zesitovani

apod. (Liechty, 2010)

Nekteré systémy jsou jiz schvalené a mohou byt dale pouzity, mnoho dal$ich je v rozsahlych
klinickych studiich. Jednim ze schvalenych DDS je PEG stabilizovany liposom pegylovaného
liposomalniho doxorubicinu (Doxil, Caelyx), ktery ma uplatnéni piedevS§im v chemoterapii.
(Allen, 2004)
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3.1 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky jsou latky, které zasahuji do vnitiniho chodu organismu, mohou tak
potlacovat ¢i zlepSovat vzajemnou kooperaci v organismu. Mezi tyto latky mtizeme fadit ptirodni
slouceniny vyskytujicich se v organismu (napf. hormony, vitaminy, esencialni aminokyseliny,
urCité proteiny aj.), ale také latky syntetické, které se nejcastéji podavaji ve formée léciv
(chemoterapeutika, antibiotika aj.), pesticidi i toxickych latek. (Waisser, 2001) Mezi casto

vyuzivané latky v TE patfi ristové faktory, kolagen, kyselina hyaluronova.

3.1.1 Rustové faktory

Rastové faktory (growth factors, GFs) jsou skupinou vysokomolekularnich bioaktivnich
latek. Z chemického hlediska se jedna o polypeptidy ¢i proteiny, které jsou sekretovany riznymi
druhy bunék. Tyto latky jsou dtlezité pro regulaci bunécnych pochodd, mezi které patii
predeviim proliferace, diferenciace, angiogeneze, zanét, regenerace tkand a fibroza. Uginky
vyvijeji prostfednictvim aktivace signdlnich transdukénich cest vazbami na receptory na povrchu

cilovych bungk. (Islam, 2016)

Rustové faktory mizeme rozdélit do nékolika skupin, které obsahuji n€kolik podskupin
proteintl s pribuznymi primarnimi sekvencemi. Kazda podskupina je dale slozena cCleny.

V Tabulce 3 jsou vypsany zakladni skupiny rustovych faktord. (Greene, 2017)

Tabulka 3: Zdkladni skupiny rustovych faktorii (Greene, 2017)

EGF Epidermal growth factor Epidermalni rustovy faktor

FGF Fibroblast growth factor Rustovy faktor fibroblastu

NGF Nerve growth factor Nervovy rastovy faktor

TGFB Transforming growth factor beta = Transformaéni riistovy faktor beta
INSULIN & IGF's Insulin-like growth factor Ristovy faktor podobny inzulinu
PDGF Platelet derived growth factor Trombocytarni ristovy faktor

Ristové faktory jsou posledni dobou zkoumanymi latkami, pfedev§im pro jejich vyuziti
v regenerativni mediciné. Regenerativni medicina se snazi poskytovat alternativy
K transplantacim organd, kde je vysoka moznost imunitni odpovédi, ale také nedostatek vhodnych
organu a tkani. Rustové faktory maji Siroké spektrum pouzitelnosti. (Lee, 2010) Rustové faktory

jsou vhodné pro feseni problému pii 1écbé hematologickych, onkologickych a kardiovaskuldrnich
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problémui. (Ferrara, 1999) (Vose, 1995) V Tabulce 4 jsou zobrazeny nejcastéji pouzivané ristové

faktory v regenerativni medicing s jejich funkcemi.

Tabulka 4: Populdrni ristové faktory v regeneraci tkani. (Lee, 2010)

Nazev
Ang-1
angiopoietin 1
Ang-2
angiopoietin 2
FGF-2
fibroblast growth factor
BMP-2

bone morphogenetic protein
BMP-7

bone morphogenetic protein
EGF

epidermal growth factor
EPO

Erythropoietin

HGF

hepatocyte growth factor
IGF-1

insulin-like growth factor
NGF

nerve growth factor
PDGF-AB (nebo BB)
platelet-derived growth factor
TGFa

transforming growth factor a
TGFB

transforming growth factor 8
VEGF
vascular

endothelial ~ growth

factor

Osetfovana tkan
Cévy, srdce, svaly
Cévy
Cévy, kosti, kiize, nervy, svaly,
patet
Kosti, chrupavky
Kosti, chrupavky, ledviny
Kize, nervy
Nervy, patet, hojeni ran
Kosti, jatra, svaly
Svaly, kosti, chrupavky, jatra,
ledviny, plice, nervy, kize

Mozek, patef, nervy

Cévy, svaly, kosti, kuze,
chrupavky

Kuze, mozek

Kosti, chrupavky

Cévy

3.1.2 Ristové faktory v trombocytech

Funkce

Stabilita cév

Destabilizace, regrese a disociace endotelové buiiky z
okolnich tkani

Migrace, proliferace a preziti endotelialnich bunék,
inhibice diferenciace embryonalnich kmenovych bunék

Diferenciace a migrace osteoblastll

Diferenciace a migrace osteoblasttl, vyvoj ledvin

Regulace rustu, proliferace a diferenciace epitelialnich
bunék

Podpora preziti Cervenych krvinek a rozvoj prekurzort
Cervenych krvinek

Proliferace, migrace a diferenciace mezenchymalnich
kmenovych bunék

Proliferace a inhibice bunééné apoptozy

Preziti a proliferace nervovych bunék

Embryonalni  vyvoj, proliferace, migrace, rist
endotelovych bunék

Proliferace bazalnich bunék nebo neuralnich bunék

Proliferace a diferenciace bunék tvoficich Kkosti,
antiproliferacni faktor pro epitelialni bunky

Migrace, proliferace a pieziti endotelovych bunék

Rustové faktory se vyskytuji v riznych typech bunék dle jejich funkci. V trombocytech

(krevnich destickach) se rhstové faktory vyskytuji pievazné v a-granulich. Pfi aktivaci

trombocytu dochazi k vypusténi obsahu granul do prostoru, kde ristové faktory zajistuji pfevazné

vytvateni a proliferaci novych bun€k, hojeni a dal$i mechanismy k rychlé obnové poskozené

-36 -



tkané. Trombocyty, resp. trombocytarni lyzaty, obsahuji v nejvét§im mnozstvi rustové faktory

skupiny PDGF, TGF-p (Marx, 1998) a dale IGF-1, EGF a dalsi. (Lee, 2010)

3.2 Trombocyty

Krevni desticky, odborné trombocyty, jsou bezjaderné bunécné fragmenty diskoidniho tvaru
obsazené v krvi. Hraji zdsadni roli pfi fizeni vaskularni integrity a regulaci hemostdzy.
Ve zdravém lidském téle se pohybuje mnozstvi krevnich desti¢ek v rozmezi 75-200 x 10%°.
(Deppermann, 2016) (Ghoshal, 2014) Vlastnosti krevnich desti¢ek, napt. pramérny objem
krevnich desticek, Sitka desti¢ek a destickovy hematokrit?, mohou poskytovat také informace
o chorobnych stavech. V budoucnu se ocekavd velky prelom v predvidani a diagnostice

chorobnych stavii pravé pomoci biomarkert krevnich desti¢ek. (Ghoshal, 2014)

Primarni funkci krevnich desti¢ek je iniciace koagulacnich kaskad. Poskozeni v cévach
zpusobuje adhezi krevnich desti¢ek na subendotelialni povrch. Krevni desticky méni svij tvar,
uvolnuji do okoli obsah granuli a agreguji se. Takto krevni desticky minimalizuji ztratu krve.
Mimo jiné ptispivaji také k patofyziologickym staviim, jako je tromboéza, ateroskleroza c¢i
mrtvice. Agregaci krevnich desti¢ek mohou také spustit uréité druhy bakterii, napt. Vibrio

cholerae, pavodce cholery). (Deppermann, 2016) (Ghoshal, 2014)

Granule trombocytti obsahuji velké mnozstvi bilkovin, mezi né¢ pati cytokiny, zanétlivé
mediatory, ristové faktory, antimikrobialni proteiny zvané trombocidiny. Krevni desti¢ky
obsahuji tii zakladni druhy granuli — a-granule, denzni granule a lysosomy. Pocet a-granuli
Vjedné krevni desticce (mysi) se pohybuje v rozmezi 50-80 granuli s velikosti 200-500 nm,
(Blair, 2009) coz odpovida ptiblizn¢ 10 % hmotnosti a je tak nejcast&j$im typem granule.
a-granule obsahuji vonWillebrandiv faktor (vWf{), fibrinogen, velké mnozstvi koagula¢nich
faktoru, integriny, imunoglobuliny, rastové faktory aj. Celkem je v a-granulich vice nez
300 rGznych proteinil zajistujicich Siroké spektrum procest, napt. adheze krevnich desticek,
koagulace, hemostaza, riist nador®, hojeni ran a obrana hostitele. (Blair, 2009) (Deppermann,
2016) Denznich granuli se vyskytuje v krevni desti¢ce 10x méné nez a-granuli, pouhych 5-7 kusu.
Tyto granule obsahuji vysoké mnozstvi ADP, ATP, Ca2+, Mg2+ a serotoninu. Poslednim typem

granuli jsou lysosomy, které obsahuji rizné proteolytické enzymy, jako jsou glykosidazy,

proteazy a kationtové proteiny s baktericidni aktivitou. (Deppermann, 2016)

2 Desti¢kovy hematokrit — ¢ast objemu trombocytii v celkovém objemu systému
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Obr. 17: Aktivace krevnich desticek a jejich agregace

3.3 Ristové faktory z trombocyti

Stejné jako dalsi krevni Castice, daji se oddélovat i trombocyty. Takto odebranym krevnim
destickam se fika trombocytarni ptipravky. V soucasné dobé se vyuziva dvou metod — aferézy
(TA) ¢i odebranim plné krve a nasledné ziskani krevnich desticek z buffy coatu (TB). V klinické
praxi (napf. mikrochirurgii (Hersant, 2016)) se taktéz pouzivaji roztoky PRP (Platelet rich plasma,
plasma bohaté na trombocyty), které obsahuji vysoké mnozstvi ristovych faktori (predevsim pro
stimulaci bunécné proliferace) a dal$i bioaktivni latky s riznymi terapeutickymi ucinky.

Nevyhodou téchto roztok je jejich kratka expirace trvajici nékolik dni, proto se krevni desticky
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skladuji ve formé trombocytarnich lyzatd, popt. lyofilizati, pfi nizkych teplotach

-30/-80°C. (Koptivova, 2012) (Fekete, 2012)
Vyroba trombocytarniho lyzatu je rozdélena do dvou zakladnich krokd. Nejprve dochdzi
k vyrobé PRP, popi. TRS (thrombocyte rich solution, roztok bohaty na trombocyty). Druhym

krokem dale nésleduje samotna vyroba trombocytarniho lyzatu z PRP ¢i TRS.

a) Vyroba PRP/TRS (odbérem plné krve z buffy coatu)

V prvé tadé je nutné zajistit odbér od darc. Vyuziva se vzdy odbér od 4 darct, aby
se dosahlo lepsi reprodukce. Odebrané vzorky jsou dale testovany na infekéni markery,

predevs§im na hepatitidy (A, B, C), HIV a jiné. (Fekete, 2012)

Odbéry jsou provadény do vakl s antikoagulacnimi latkami, které se nasledné nechaji
minimalné po dobu 2 hodin odstat. Dochazi k centrifugaci vakii a odseparovani jednotlivych
slozek krve. Prostiedni ¢ast obsahujici krevni desticky a malé mnozstvi plasmy a Cervenych
i bilych krvinek se nazyva buffy coat. Buffy coaty jsou inkubovany pies noc
V tromboagitatoru, druhy den nasleduje smichani 4 riznych vaki, bud’ pouze spolu a vznika
PRP, popt. s roztokem composolu (roztok sodné, draselné a hotecnaté soli, glukonaty aj.),
kdy vznikd PRS. V posledni fazi se vaky zcentrifuguji a na automatickém lisu dochazi
K separaci zbytkd Cervenych a bilych krvinek. Takto pfipraveny vak je mozné skladovat po
dobu 24 mésict pii teploté od -30 do -80 °C. (Fekete, 2012) (Kopfivova, 2012)

b) Vyroba TL

Pro vyrobu trombocytarniho lyzatu z PRP ¢i PRS neexistuje jeden univerzalni postup,
ale n¢kolik riznych piistupt. Mezi nejéasté&jsi a nejvyuzivanéjsi patii metoda freeze-thaw,
ktera vyuziva zamraZeni pii -80 °C a nasledné rozmrazeni PRP (¢i PRS, dale jen PRP), kdy
dochazi k bun&tné lyzy®, a nasledné centrifugaci a odd&leni supernatantu od pelet
obsahujicich zbytky bunéénych membran. Podminky téchto ukond se ale navzajem lisi.
Capelli (Capelli, 2007) pouziva pouze rozmrazeni PRP a centrifugaci roztoku pfi pokojové
teploté¢ po dobu 10 minut. Vysledny lyzat dale skladuje pfi teploté -20 °C do pouziti.
Chevallierova (Chevallier, 2009) rozmrazuje PRP a provadi centrifugaci pti 1400 x g,
supernatant skladuje pii -80 °C. Vyzkum vedeny panem Schallmoserem (Schallmoser, 2009)

je zalozen na nékolikanasobném rozmrazovani a zamrazovani PRP pro vétsi uvolnéni

3 Bun&éna lyze — naruSeni cytoplasmatické membrany a vyliti obsahu bufiky (cytopolasmy)
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rustovych faktorti minimalné pii -20 °C a 37 °C (vodni lazen). Centrifugace probiha na
4000 x g pti 4 °C po dobu 15 minut, nasleduje oddéleni supernatantu a jeho skladovani pfi
minimalné -20 °C do pouziti.

Trombocytarni lyzat je mozné také koupit jiz ptipraveny. Dodéava se v n€kolika objemech
S heparinem pro inhibici koagulace, poptf. i TL zbaveny fibrinogenu (dodavaji firmy

STEMCELL, SigmaAldrich (PLTMax) a dal).
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Experimentalni ¢ast

4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité materidly a chemikalie

V nasledujici tabulce byly vypsany vsechny chemikalie, které byly potieba pro tuto praci.

PRIPRAVA VRSTEV

Ethanol absolutni Penta

HRP Sigma-Aldrich

PV A Sloviol R 130000 g/mol, 88% hydrolyza Novacké chemické zavody
PV A Mowiol 125000 g/mol, 98% hydrolyza Kuraray Europe

PVA 130000 g/mol, 99+% hydrolyza Sigma-Aldrich

PVA 89-98000 g/mol, 99+% hydrolyza Sigma-Aldrich

PVA 50-85000 g/mol, 98-98,9% hydrolyza Acros Organics

TRS Transfizni oddeleni KNL
SDS-PAGE

30% akryl-bisakrylamid mix Amresco

APS — amonium persulfat LachNer
Bromfenolova modf Amresco
B-mercaptoethanol Roth

Coomassie Brilliant Blue R-250 Roth

Dusi¢nan stiibrny AgNO3 Sigma-Aldrich
EDTA Sigma
Formaldehyd 37% Penta

Glycerol Roth

Glycin VWR International

Chloroform 99,8%

Kyselina chlorovodikova
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Kyselina octova

Methanol

Protein MW Marker, Wide Range K494
Sodium dodecyl sulfat — SDS

Thiosiran sodny pentahydrat

Tris

TEMED

STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

BSA — hovézi sérovy albumin

Cinidlo Bradfordové

ENZYMOVA ESEJ

HRP — kienova peroxidasa
Octan sodny

Kyselina octova

Peroxid sodny

TMB — tetramethyl benzidin
DMSO - dimethyl sulfoxid

Kyselina chlorovodikova

BIOLOGICKE TESTOVANI

3T3-SA

DMEM

Ethylenoxid — Anprolene
FBS — fetalni hovézi sérum
FGM-2 Single Quots
Glutaraldehyd
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Penta

Penta

Amresco
Sigma-Aldrich
Lachema Neratovice
Amresco

Sigma-Aldrich

VWR International
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Penta

Peroxides Sokolov
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Penta

ATCC

Lonza

Andersen Sterilizers
Biosera

Lonza

Sigma-Aldrich



Izopropylalkohol

KCI — chlorid draselny

K2HPO4

MEM

MG-63

MTT

NaCl — chlorid sodny

Na,HPO. -12 H,O

Penicillin - Streptomycin - Amphotericin B
Trypanova modf

Trypsin

4.2 Pouzité pristroje a programy
Nanospider ™ NS 1WS500U

Rastrovaci elektronovy mikroskop Vega 3 SB
Spektrofotometr ELx808

pH metr pH700

SDS-PAGE elektroforéza - miniprotean
LUNATM Cell Counter, model L10001
Power Pac HC

Centrifuga Z36HK

Cirkulovana digitalni vodni lazen

Quorum Q50ES

Hlubokomrazici box MDF-033V
Centrifuga 5414C

CO; inkubator NB-203XL

Bio Il Advance

Spektrofotometr Spark

HAAKE ™ Roto Visco 1
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Penta
Analytika Praha
Analytika Praha
Lonza

ATCC
Amresco
Analytika Praha
Analytika Praha
Lonza
Sigma-Aldrich

Biosera

Elmarco

Tescan

Biotek

Eutech Instruments
Bio rad

Logos Biosystems
Bio rad

Hermle Labortechnik
Lab tech

Quorum technologies
Sanyo Electric
Geratebau Eppendorf
N-biotek

Telstar

Tecan

Thermo Fisher Scientific



PocketDyne Kriiss
Biological Thermostat BT 120 Laboratorni piistroje Praha

NIS Elements AR

4.3 Metody a protokoly

V praci byly pouzity polymery PVA s molekulovou hmotnosti od 47 do 130 tisic,
s hydrolyzou 88 %, 98 % a 99+ %. Vyrobené PVA vrstvy obsahovaly také pfidané latky —
trombocytarni lyzaty ¢i enzym peroxidazu (HRP). VSechny vrstvy byly analyzovany z hlediska
morfologie, obsahu a aktivity inkorporovanych proteini. Nekteré byly dale podrobeny

biologickému in-vitro testovani s bunikami a otestovany MTT testem.

4.3.1 Priprava trombocytarniho lyzatu s obsahem ristovych faktori

Trombocyty z transfizniho oddéleni Krajské nemocnice v Liberci, ziskané odbérem z buffy
coatu, byly rozlity do 50ml centrifuga¢nich zkumavek a zmrazeny pii -80 °C, poté byly pomalu
rozmrazeny (5 °C; ON). Po rozmraZeni byl roztok trombocytl centrifugovan (2830 x g, 5 °C,
30 minut). Dale byl opatrné odpipetovan supernatant (horni faze obsahujici ristové faktory)

a Uchovan v 15ml centrifugacnich zkumavkach pii -80 °C do dalsiho pouziti.

4.3.2 Priprava roztoka PVA

Pti pouziti zasobniho 16% (w/w) roztoku PVA o molekulové hmotnosti 130000 a hydrolyze
88 % se polymer fedil na 12 % (w/w). Pro ptipravu 50 g 12% PV A (88 % hydrolyzy, MW 130000)
bylo potieba 37,5 g 16% PVA a 12,5 g destilované vody, takto pfipraveny roztok byl michan na
magnetickém michadle (RT, minimalné 4 hodiny). Ostatni PVA byly feSeny individualné — od
6 do 15 hm. %. Jako rozpoustédlovy systém byl pouzit systém voda-ethanol v pomérech 8:2 ¢i
9:1.

a) Priprava roztoku s trombocytarnimi lyzaty (TL):

V piipadé pridaného trombocytarniho lyzatu bylo mnozstvi TL pfidané do roztoku
odpovidajici 10 % hmotnosti roztoku, toto mnozstvi bylo zapocitavano jako vodna slozka
rozpoustédla. Deset procent trombocytarnich lyzati bylo shledano jako idealni mnozstvi
v predchozich pokusech v praci Be. Vojtécha Hanzla. (Hanzl, 2017) Pro ptipravu 50 g
roztoku 12% PVA s TL bylo pouzito 37,5 g 16% PVA, 7,5 g destilované vody a 5 g
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trombocytarniho lyzatu. Tento pfipraveny roztok byl dale michidn na magnetickém
michadle (RT, minimalné 4 hodiny). Pro potvrzeni vysledklli pana Hanzla byl proveden
stejny pokus s obsahem 7,5 %, 10 % a 12,5 % TL.

b) Ptiprava roztoku s kienovou peroxidazou (HRP):

V piipadé pftipravy roztokit s HRP pro testovani enzymatické aktivity, byl do
polymerniho roztoku 12% PVA (88 % hydrolyzy, MW 130 000) pfidan roztok HRP
Vv acetatovém pufru (Tabulka 11), ktery odpovida 1 mg peroxidasy na 1 g polymeru PVA.
Koncentrace roztoku HRP byla 1 mg/ 100 ul acetatového pufru, pfidané mnozstvi bylo
opét zapocitavano jako vodna slozka rozpoustédla. Pro ptipravu 50 g roztoku 12% PVA
s HRP bylo pouzito 37,5 g 16% roztoku PVA, 11,9 g destilované vody a 600 pl roztoku
HRP (koncentrace 1 mg/100ul v acetatovém pufru). Roztok byl michan na magnetickém

michadle (RT, minimaln¢ 4 hodiny).

4.3.3 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani polyvinylalkoholu bylo provadéno na pfistroji Nanospider™
typu NS 1WS500U od firmy Elmarco. Tento pfistroj umoziuje zvlakiovat polymerni roztoky ze
struny, na kterou roztoky davkuje cartridge (zasobnik). Pro tuto préci byl pouzit mensi zasobnik
o objemu pfiblizn¢ 10 mililitr. Pro davkovani byl obvykle pouzit pravlak velikosti 0,6 mm,
u nékterych polymeri s vysokou hydrolyzou se vyuzil vétsi (0,7/0,8 mm). Podminky zvlakiovani
se lisily podle pouzitych polymert a latek do nich pfidanych. Nejcastéji vyuzivany polymerni
roztok PVA (12%, MW 130.000 g/mol, 88% hydrolyza) zpravidla zvlaknoval za téchto

podminek:

Tabulka 5: Priimerné hodnoty nastaveni a podminek pro zvldkiovani 12% PVA s 88% hydrolyzou (Sloviol R)

Vzdilenost kolektoru 138-143 mm

Odtah struny 13-15

Odtah textilie (substratu) 5-8 mm/min

Rychlost cartridge (davkovani) 140-200 mm/sec

Napéti +40/-20 kV ptip. i +40/-10 kV
Teplota 22-23°C
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4.3.4 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Ptiprava vzorku pro SEM spocivd v odstfihnuti malé casti PVA vrstvy, kterd se nalepi

pomoci oboustranné lepici pasky na kovovy ter¢. Takto pfipraveny vzorek se musi nechat pozlatit

(7 nm) na pfistroji Quorum QI150ES. Po nazlaceni je vzorek pfipraven k vloZeni do mikroskopu

a foceni povrchu vrstvy.

Morfologie vyrobenych vrstev byla zkoumana skenovacim elektronovym mikroskopem

VEGA 3 SB, kdy byly pofizeny snimky pii pouziti vysokého napéti 20, popt. 30 kV v riznych

zvétSenich. Pro statistické vyhodnoceni priméru vlaken jednotlivych materiald bylo pouzito

5 snimkt ze skenovaciho elektronového mikroskopu ve zvétSeni 5000x, kdy se pomoci obrazové

analyzy v programu NIS-Elements AR 3.2 urcovaly priméry vldken v jedné linii snimku, a to

vzdy 20 hodnot/snimek tak, aby kone¢né mnozstvi bylo 100 hodnot primért vlaken.

4.3.5 Metody zjiSténi koncentrace proteini

a) PROTEINOVA ELEKTROFOREZA (SDS-PAGE)

Z vyrobené vrstvy se odstfihne ¢ast o urcité hmotnosti (10/20 mg), rozpusti se v 0,5 ml (popf-.

1 ml) destilované vody. Poté se ¢ast vzorku smicha se vzorkovym pufrem 2x ¢i 5x

koncentrovanym a necha se 10 minut vafit. Takto pfipravené vzorky se nanasely do 8%

polyakrylamidového gelu. Pro urc¢eni molekulovych hmotnosti proteind byl pouzit proteinovy

marker Wide Range K494, ktery se pripravoval stejné jako vzorky (s pouzitim pouze 2x

koncentrovaného vzorkového pufru). Elektroforéza probihala 20 minut p#i 70 V, dale pii 100-

120 V do okamziku, kdy celo dosahne spodni ¢asti gelu.

Tabulka 6: Slozeni roztokii potiebnych pro SDS-PAGE

10% SDS
RT, 100 ml

1,5M Tris-HCI pH 6,8
RT, 50 ml

10 g SDS (sodium dodecyl sulfat)
90 ml destilovana voda (dH,O)

9,09 g Tris
40 ml dH,0
pH upraveno HCI

8%  polyakrylamidovy
rozdélovaci gel

10 mli/gel

5% zaostrovaci gel

4 ml/gel
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4,6 ml deo

2,7 ml 30% akryl-bisakrylamid
mix

2,5ml 1,5M Tris (pH 8,8)

0,1 ml 10% SDS

0,1 ml 10% APS

0,006 ml TEMED

2,7 mldH,0O

0,67 ml 30% akryl-bisakrylamid
mix

0,5 ml 1,5M Tris (pH 6,8)

0,04 ml 10% SDS

0,04 ml 10% APS
0,004 ml TEMED



Roztok
1,5M Tris-HCI pH 8,8
RT, 100 ml

10% APS

-20°C, 10 ml

2X SDS-PAGE
vzorkovy pufr

-20°C, 100 ml

SloZeni

18,7 g Tris
80 ml dH20
pH upraveno HCI

1 g APS (amonium persulfat)
8 ml dH,O

10 ml Tris-HCI pH 6,8

12 ml 10% SDS

30 ml glycerol

15 ml B-merkaptoethanol
1,8 mg bromfenolova modi
Doplnéno dH,0

‘ 2074 (0] ¢ SloZeni

10X SDS-PAGE pufr 800 ml dH,0
10 g SDS

Sl 30,3 g Tris
144,1 g glycin

5X SDS-PAGE vzorkovy 12,5 ml 2M Tris-HCI pH 6,8
pufr 10 g SDS
-20°C, 100 ml 30 ml glycerol

5 ml B-mercaptoethanol

52 ml 0,04% bromfenolova modi

Nasledné barveni gelti probihalo pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB) nebo

barvenim stiibrem. Barveni proteind spodiva v obarveni gelt v barvicim roztoku CBB

a nasledném omyti slabé navazané barvy odbarvovacim roztokem. Gely lze vyfotit nebo

vysusit v celofanové folii.

Tabulka 7: Slozeni roztokii pro barveni Coomassie Brilliant Blue R-250 a vysuSeni gelii

Roztok
CBB barvici roztok
Staining solution
RT, 11

Susici roztok
RT, 11

SloZeni
450 ml methanol
100 ml kyselina octova

450 ml destilovana voda

Roztok SloZeni
CBB odbarvovaci 450 ml methanol
roztok 100 ml kyselina octova
Destaining solution 450 ml destilovana voda

2,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250 | RT, 11

450 ml methanol
100 ml kyselina octova
30 ml glycerol

420 ml destilovana voda

Citlivejsi barveni ovsem poskytovalo barveni stiibrem. Toto barveni spoc¢iva v fadé nékolika

roztokd (Tabulka 8), jimiz je gel postupné promyvan a vysledkem je obarveni proteint do

hnédo-Cerné barvy. Gely lze vyfotit, ptipadné nasledné vysusit a uchovavat. Cely proces je

znazornén nize na Obr. 18.

- - - -
— (2 e (D = () =

Obr. 18: Princip barveni gelii stiibrem
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Tabulka 8: Tabulka slozeni jednotlivych roztokii pro barveni stiibrem

Roztok SloZeni Roztok SloZeni
A 50 ml ethanolu D 100 mg dusi¢nan stiibrny
100 ml 12 ml kyselina octova 100 ml 100 ml destilovana voda
50 pl 37% formaldehyd
B 50 ml ethanol E 3 g uhli¢itan sodny
100 mi 50 ml destilovana voda 100 ml 2 ml roztoku C

50 ul 37% formaldehyd
98 ml destilovana voda
C 15,7 mg Na,S;05 - 5 H,0 F 730 mg EDTA
100 m (pentahydrat thiosiranu disodného) 100 mi 100 ml destilovana voda

100 ml destilovana voda

b) METODA PODLE BRADFORDOVE

Zjisténi koncentrace proteini v PVA vlaknech se provadélo jednoduchou kolorimetrickou
metodou stanoveni koncentrace podle Bradfordové. Tato metoda je zaloZena na interakci
proteind s Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) v kyselém prostiedi. Citliva je piedevsim
na bazické (arginin) a aromatické aminokyseliny. Po navazani CBB na protein se barva zméni
zZ ¢erveno-hnédé na modrou a pomoci spektrofotometru se kvantifikuje koncentrace proteint
pti vlnové délce 595 nm. (Bradford, 1976) Pro pfipravu kalibrac¢ni kiivky byl pouzit hovézi
sérovy albumin (BSA), pro srovnani byla taktéZ vytvofena fedici fada trombocytarnich

lyzatt. Pfiprava kalibra¢ni kiivky s BSA je popsana v Tabulce 9.

Tabulka 9: Priprava kalibracni krivky BSA

Roztok BSA [ul] H,0 [pl] Finalni koncentrace [pg/ml]
10 90 . = 1
20 80 5 F 2
2%
40 60 _; -‘3 4
o o
60 40 (g = 6
80 20 £ 8 8
100 0 N3 10

Vypocet koncentrace proteinii ve vzorku byl spocitan z hodnot absorbance jednotlivych
vzork, od kterych byla odectena negativni kontrola (destilovana voda ¢i PV A bez obsahu
proteinu). Z této hodnoty byla nésledné spocitana koncentrace dle kalibra¢ni kiivky
S BSA a vynésobena fedénim roztoku. Koncentrace proteinu (ve vzorku o urcité

hmotnosti) je dale pfepocitana na vyslednou koncentraci proteinu na 1 g PVA vrstvy.
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Kalibracni kiivka BSA - stanoveni
koncentrace proteinti podle Bradfordové
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Graf 1: Kalibracni kiivka BSA pro metodu podle Bradfordové

Vzorek vyrobené vrstvy o hmotnosti 0,0150 g (popt. 0,0200 g) byl rozpustén v 0,5 ml (popft.
1 ml) destilované vody, po dokonalém rozpu$téni bylo odebrano 20 pl do 96 jamkové
desticky, smichano se 180 pl ¢inidla Bradfordové a inkubovéano (RT, 5 minut). Nésledné byla
zméfena absorbance pii vinové délce 595 nm, kterd je zavisld na celkové koncentraci proteinti

ve vzorku. Vyslednou koncentraci lze vy¢ist z kalibra¢ni kiivky BSA.

4.3.6 Méreni enzymové aktivity peroxidasy (HRP)
Z vyrobené PVA vrstvy obsahujici enzym HRP bylo vystiizeno kole¢ko o priméru 1,5 cm
a rozpus$téno v acetatovém pufru. Nasledné bylo 50 ul toho roztoku (¢i kalibra¢niho roztoku -
Tabulka 10) smichano se 150 pl Cerstvé ptipraveného Master mixu (viz Tabulka 12), po piesné
20 sekundach se reakce ukoncila pfidanim 50 pl HCI. Reakce s Master mixem probihaji velmi
rychle, je nutné presné a rychlé davkovani. Po pfidani HCI se modra barva roztokd zméni ve

zlutou. Aktivita enzymu se zjisti zmefenim absorbance pii 450 nm.

Tabulka 10.: Koncentracni fada pro HRP esej

Kalibraé¢ni Fada HRP (zasobni roztok 10 mg/ml, acetatovy pufr, 1000 U/ml)

Aktivita [U/ml] 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 0,001563 0,000731 0,000391 0
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Tabulka 11: Slozeni roztokii potiebnych pro enzymovou esej s HRP

Roztok SloZeni
Acetatovy pufr 1,64 g octan sodny / 100 ml destilovana voda
228 pl kyselina octova / 19,772 ml destilovana voda — postupné do pH = 6
H,0, 10 pl 30% H,0,/ 9,990 ml acetatovy pufr
TMB 50 mg TMB/ 5 ml DMSO
HCI 3,1 ml 36% HCl/ 6,9 ml destilovana voda

Tabulka 12: Slozeni Master Mixu

Master Mix Mnozstvi
30 jamek [pl]

150 pl/jamka

Acetatovy pufr
H.0, 240
TMB 60

Obr. 19: Enzymova esej HRP - zastaveni reakce po 20 sekunddch
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Obr. 20: Enzymova esej s HRP - kalibracni kifivka a vzorky - 12% PVA (NC) a 12% PVA s HRP (1,11,111)

4.3.7 Biologické testovani in vitro

a) Nasazeni bunék na material

Biologické testovani probihalo s bunéénymi liniemi MG-63 (9. pasaz) a 3T3 SA (13.
a 18. pasaz), vzivnych mediich (MEM pro lidské osteosarkomalni buiiky MG-63
a DMEM pro mysi fibroblasty 3T3 SA). Potfebna koncentrace bunék na jamku je 5-10°
(24 jamkova destic¢ka), piipadné (3-4)-10° (96 jamkova desti¢ka). Vzorky (kolecka
o pruméru 1,5 c¢cm, pfip. 6 mm) byly vysterilizovany ethylenoxidem (pfip. UV z obou
stran po dobu 20 minut), vloZeny do 24 (96) jamkové desticky. Ve sterilnim biologickém
boxu bylo opatrné z kultivacni desticky s buitkami odsato médium, bylo pfipipetovano
2 ml pufru PBS (Tabulka 13), opatrné proplachnuto a odsato do odpadu. Dale bylo
ptipipetovano 1,5 ml roztoku trypsinu (37 °C) s 3 ml nového média, n€kolikrat jemné
promichéno, aby se butiky uvolnily ze dna kultiva¢ni desticky a inkubovéano v inkubatoru
CO; po dobu 3-5 minut. Po této dobé by jiz mély byt bunky v suspenzi, ktera byla
odpipetovana do 15ml zkumavky. Do mikrozkumavky byl odebran vzorek suspenze (10
ul), kK némuz bylo ptidano 10 pl methylenové modii a dobte promichano. 10 pl pfipravené
smési bylo naneseno do desticky na automatické pocitani bun€k pfistrojem LUNA. Na
experiment bylo potieba 5-10% bunék (MG-63) na jamku o objemu 1 ml (3103, piip.4-10°
bunék /jamka o objemu 300 ul pro 3T3 SA). V piipadé testovani buiikami MG-63 pro
vytvofeni bunéfné suspenze s médiem bylo potfeba 214,8 ul bunécné suspenze
(koncentrace 9,3-10° bun&k/ml) a 39,784 ml média. Do kazdé jamky bylo pipetovano
1 ml (pro 24 jamkovou desticku, 300 pl pro 96 jamkovou desticku) tohoto piipraveného
roztoku. Vzorky byly nasledné pfeneseny do inkubatoru (37°/5% CO.).
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Tabulka 13: Slozeni fosfatového pufiu PBS

Chemikalie Mnozstvi

Destilovana voda 800 ml
Chlorid sodny 8¢
Chlorid draselny 0249
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného 3,639
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,249

Upraveno pH na hodnotu 7,4 pomoci HCl a doplnéno na objem 1 1

Prefiltrovano, v ptipad¢ potieby sterilizovano

b) MTT test
Testovani materialu probihalo formou MTT testu. MTT, neboli 3-(4,5- dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazolium  bromid je tetrazoliové barvivo Zluté barvy.
Test kolorimetricky stanovuje metabolickou aktivitu bunék, tzv. viabilitu. MTT je
buitkami redukovan na fialovy formazan, jehoz mnozstvi se da spektrofotometricky
zm¢éfit (absorbuje pii 570 nm). Po odsati média z jamky kultivacni desticky byl piidan
roztok média (MEM pro MG-63 nebo DMEM pro 3T3 SA) s MTT v poméru 3:1
a nasledovala inkubace po dobu 4 hodin (37°C, 5% CO;). Bunéénym metabolismem je
MTT redukovan na fialovy formazan ve form¢ malych krystalku, které je nutné po odsati
roztoku dokonale rozpustit v okyseleném isopropylalkoholu (1 ml/jamka). Z téchto
roztokii preneseme 200 ul do mikrotitracni desti¢ky (96 jamek) a zmétfime absorbanci pii
vinovych délkach 570 nm a 650 nm, jejichz hodnoty mezi sebou odeéteme. Ziskame tak

informaci o aktivité bunék.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V préci byl pouzit polyvinylalkohol s molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 47-130 tisic
g/mol s hydrolyzou 88%, 98% a 99+%. K piipravé funkcionalizovanych vrstev lidskymi
trombocytarnimi ristovymi faktory byly pouzity trombocytarni lyzaty vyrobené z TRS
s obsahem trombocytl (700-940) - 10° /ml. Pro zjisténi aktivity inkorporované latky byl pouzit
modelovy systém s kienovou peroxiddzou (HRP). Vrstvy vyrobené metodou elektrostatického
zvlaknéni byly podrobeny mnoha testim zaméienych na morfologii vrstev, stanoveni obsahu

proteint, aktivitu HRP a biologické in vitro testovani s bunéénymi liniemi 3T3-SA a MG-63.

v

5.1 Optimalizace pripravy PVA vlakennych nosi¢ad s obsahem

trombocytarnich ristovych faktoru
Ptiprava vlakenné vrstvy z PVA s obsahem TL byla popsana jiz v praci pana Hanzla (Hanzl,
2017) (konzultant B. Kopfivova). Nicméné tento experiment byl proveden v ramci bakalaiské
prace pouze jednou, vrstvy nebyly homogenni, a proto byla pfiprava vrstev s obsahem

trombocytarnich lyzatu dale optimalizovana i v ramci této diplomové prace.

Pro pfipravu vldkennych vrstev (viz kapitola 4.3.3) byl pouzivan 12% roztok
polyvinylalkoholu (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza) s obsahem TL 7,5%, 10% a 12,5% dle
Tabulky 14.

Tabulka 14: Slozeni PVA roztokii s koncentracemi 7,5, 10 a 12,5 % TL

PVA 30 g 16% PVA (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza)
10 g destilovana voda

PVA+75%TL 30 g 16% PVA (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza)
7 g destilovana voda
3 g trombocytarni lyzat

PVA+10% TL 30 g 16% PVA (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza)
6 g destilovana voda
4 g trombocytarni lyzat

PVA+125% TL 30 g 16% PVA (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza)
5 g destilovana voda

S g trombocytarni lyzat

Zvlaknéni roztokl probéhlo na piistroji Nanospider ™ NS 1WS500U (kapitola 4.3.3) za
podminek viz Tabulka 15. Pro zvldknéni roztoki s trombocytarnimi lyzaty musely byt ¢astecnd
upraveny podminky, a to pfedev§im davkovani polymeru a aplikované vysoké napéti (Tabulka

15). Vytvotené vrstvy byly z makroskopického hlediska velice podobné.
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Tabulka 15: Podminky zvidkinovani 12% PVA se 7,5, 10 a 12,5 % TL

Podminky 12% PVA 12% PVA + 12% PVA + 12% PVA

75 10% TL +125% TL

Napéti [kV] +40,5/-19,5 46,6/-19,5 51/-19,5
Rychlost cartridge [mm/s] 205-209 156-158

Odtah textilie [mm/min] 10

Odtah struny [mm/min] 13,6-14,3

Vzdalenost kolektoru [mm] 143

Teplota [°C] 23,0

Relativni vlhkost [%] 46,3

Elektrostatické zvlaknovani probihalo dobfe predev§im u Cistého roztoku PVA a roztokl
s obsahem TL 7,5% a 10%. Ptiprava vrstvy s 12,5% TL byla na prvni pohled hors$i nez vrstvy
z ¢istého PVA. Vytvorené vrstvy byly z makroskopického hlediska velice podobné. Z méfeni

praméra vlaken méla nejmensi rozptyl vrstva Cistého PVA, viz Graf 2.

Histogram priméri vlaken riznych PVA
vrstev

D
o

v
o

W PVA+12,5%TL

Cetnost [%]
5

S B PVA +10% TL
20 i HPVA +7,5%TL
10 I PVA
0 bk v o =

0,1-0,2 0,2-0,3 0,3-04 0,4-0,5 0,5-06 0,6-0,7 0,7-0,8
Priaméry vliken [pm]

Graf 2: Histogram priimérii viaken PVA vrstev s trombocytdrnimi lyzaty

Tabulka 16. Primeéry vidken pripravenych PVA vrstev

Priméry vlaken [pm]

PVA +0% TL 0,21+0,05 PVA + 10% PVA 028+0,16
PVA +7,5% TL 0,25 0,09 PVA +12,5% PVA 0,29 +0,12
[ L] |
H N
L]
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SEMMHV: 300KV SEM MAG: 100 kx vecas TescAN [l SEM MV 300KV SEM MAG: V¢ scaN
WO 16.12 mm Det st 50 pm WO 1618 mm Det 50pm

c: 277 ym__ Dato{micly): 0908116 FTTUL Libersc View fiold: 277 ym _ Dato{midly): 03108118 FTTUL Liberoe

HV: 30.0 kv SEM MAG: 1000 x VEGAS TESCAN| M HV: 30.0 kv SEM MAG: 1.00 kx "VEGAS TESCAN,
WO 16.16 mm Det S 50 WO: 6.1 mm Det S 50m
View fioic: 277 ym_ Date{miciy): 0908118 FTTUL Libersc View fid: 277 ym_ Date(iay): 510818 FTTUL Liberse

Obr. 21: Morfologie pripravenych PVA vrstev, zvétSeni 1000x ,
A-12% PVA, B-12% PVA+ 7,5 % TL, C-12% PVA + 10 % TL,
D-12% PVA + 12,5 % TL

SEMHV 300KV SEM MAG: 5,00 kx VEGAI TESCAN  SEMHV: 300KV | SEM MAG: S00kx | VEGAS TESCAM|
WD: 16.15 mm Det: SE WD: 1622 0mm Det: SE
View fleld: $5.4 3m _ Date{dy FTTUL Liberec View fleld: $5.4 ym _ Date(wcly): 09" FTTUL Liberec

~ SR ~ VIS < b4 ¥ s
0KV SEMMAG:SMkx || VEGAI TESCANI  SEMHV 300KV | SEM M 0 L VEGA3 TESCAN
WD 1615 mm Det: SE WD: 1610 mm Dot SE
View fleld: $5.4 5m _ Date(ndly): 09198/16. FT TUL Liberec View fleid: 55.3 ym _ Date(nvdy) 08198/16 FT TUL Liberec

Obr. 22: Morfologie pripravenych PVA vrstev, zvétseni 5000x ,
A-12% PVA, B-12% PVA + 7,5 % TL, C-12% PVA + 10 % TL,
D-12% PVA + 12,5 % TL
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Pomoci SDS-PAGE (SDS polyakrylamidové gelové elektroforézy, kapitola 4.3.5 a)) byla
potvrzena pfitomnost proteint ve vzorcich jednotlivych vrstev. Pro srovnani byly taktéz pouzity
vzorky pana Hanzla. Vzorky (0,0200 g) byly rozpustény v 0,5 ml destilované vody. Gely po
elektroforéze byly obarveny stfibrem. Z vysledku elektroforézy je zfejmé, Ze proteiny byly
inkorporovany do PVA vrstvy. Také je pozorovatelné zvysSeni obsahu proteint se zvySujicim se
procentem trombocytarniho lyzatu ve vzorcich. Jako marker byl pouzit proteinovy marker Wide

Range K494. Bila mista v gelu znaci vzorky 12% PV A bez obsahu trombocytarnich lyzata.

Obr. 23: 8% SDS-PAGE se vzorky 12% PVA s riznym obsahem TL ve srovndni
se vzorky pana Hanzla

Jednotlivé vzorky:

1 12% PVA + 0% TL - Hanzl 5 12% PVA + 0 % TL - Kopfivova
2 12% PVA +7,5% TL - Hanzl 6 12% PVA + 7,5 % TL - Kopfivova
3 12% PVA + 10 % TL - Hanzl 7 12% PVA + 10 % TL - Kopfivova
4 8
M —

12% PVA + 12,5 % TL - Hanzl 12% PVA + 12,5 % TL - Kopfivova
Marker Wide Range K494 —212/116/97,4/66,2/40/31/21/ 14,4 kDa

Pro kvantifikaci proteinti ve vrstvach byla pouzita metoda podle Bradfordové, kdy se vyuzily
ptipravené vzorky k SDS-PAGE (0,0200 g/0,5 ml destilované vody). Vysledné hodnoty

koncentrace jsou jiz uvedeny na 1 ml ana 1 g PVA vrstvy.

Tabulka 17: Stanoveni koncentrace proteinii podle Bradfordové pro 12% PVA s obsahem TL 7,5, 10 a 12,5 %

12% PVA+75% TL 71,2 ug/ml 3,56 mg
12% PVA +10 % TL 128,4 ug/ml 6,42 mg
12% PVA +12,5% TL 150,8 ug/ml 7,54 mg
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Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu potvrdily, ze vrstva z PVA s 12,5 % TL
ma veét§i mnozstvi defektii, ostatni vrstvy z PVA s lyzaty jsou podobné, i kdyz také obsahuji
defekty. Cisté PVA naopak tvoii homogenni vrstvu. Piidavek trombocytarniho lyzatu ovliviiuje

priaméry vlaken minimalné.

Vysledky koncentrace proteinii byly velice podobné vysledkiim pana Hanzla, ovSem jeho
vzorky nebyly homogenni. Po pfepoc¢tu na jeden gram vrstvy vychazi obsah proteinti vV rozmezi
3,56 — 7,54 mg/lg PVA v zavislosti na obsahu TL vroztoku (Tabulka 17). Je velice
pravdépodobné, ze se proteiny budou v pfipravenych vrstvach vyskytovat rovnomérné, pokud
samotné elektrostatické zvlaknovani bude probihat kontinualn¢ bez vétsich probléml. Mnozstvi
proteinti vzrusta se zvySujicim se procentem pouzitych trombocytarnich lyzatt v roztoku

polyvinylalkoholu.

Nové pripravené vrstvy dale byly podrobeny biologickému testovani s bunécnou linii
lidskych osteosarkomalnich bunék (MG-63). Stanoveni viability (bunééné aktivity) bylo pomoci
MTT testu (viz kapitola 4.3.7 b)).

MTT test, MG-63, 12% PVA
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~
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Absorbance [570-650 nm]
o o o 9
N » (o)) [e]

o

Graf 3: MTT test 12% PVA s trombocytarnimi lyzaty, MG-63

Z Grafu 3 lze fici, ze vyrobeny material obsahujici trombocytarni ristové faktory neni
cytotoxicky, u vyssich koncentracich TL byl pozorovan pozitivni vliv na bunéénou viabilitu. Byly
provedeny i dalsi biologické testy s dal$imi materialy, které pozitivni vliv ristovych faktor dale

potvrzuji. Vzhledem k dobré rozpustnosti materialu dochézi k bezprostiednimu uvolnéni vSech
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proteind do roztoku, to ma za nasledek piedev$im podporu adheze a proliferace bunék v prvnich

dnech testovani.

Pro dalsi testovani byla vybrana 10% koncentrace trombocytarniho lyzatu, a to z divodu

lepsiho zvlakiovani a tvorby homogennéjsi vrstvy.

5.2 Analyza proteint ve vrstvach pripravenych z 12% PVA vrstev

Jiz bylo zjisténo mnozstvi proteini v pfipravenych vrstvach 12% PVA s TL, otazkou
zustavala aktivita inkorporovanych proteintl a jeji zména v dobé skladovani. Pro tento ucel byl
zaveden modelovy systém s obsahem kienové peroxidazy (HRP). Byly vytvoteny vrstvy z 12%
PV A 0 molekulové hmotnosti 130000 g/mol, 88% hydrolyzou a obsahem HRP. Pfipravené vrstvy
byly analyzovany z morfologického hlediska, kvantitativniho i kvalitativniho hlediska, predevs§im
pomoci SDS-PAGE, metodou stanoveni proteinti podle Bradfordové a Lowryho metodou a eseje

pro zjisténi aktivity inkorporované kienové peroxidazy.

V piedchozi kapitole 5.1. byla stanovena koncentrace proteint ve vrstvé z 12% PVA s 10 %
TL (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyzy) a to 128,4 ug/ml (z 0,020 g vzorku), coz odpovida 6,42
mg proteinli/g vrstvy. Pro zjisténi koncentrace proteini v TL byla pfipravena fedici fada
trombocytarnich lyzatt, kalibra¢ni kivky HRP a BSA a jejich analyza SDS-PAGE a urceni

koncentrace proteint podle Bradfordové.

0° 12 3 4 &G VR Bl
— — — | - -
T =
=& = .o T - —
= = = -

Obr. 24: 8% SDS-PAGE dokumentujici koncentracni Obr. 25: 8% SDS-PAGE dokumentujici koncentracni

krivku BSA pouzitou pro stanoveni koncentrace Fadu HRP: 0 — destilovana voda, 1 — koncentrace HRP
inkorporovanych proteinii, 0 — destilovand voda, 1 — 1 ug/ml, 2 — 2 pg/ml, 3 — 4 ug/ml, 4 - 6 ug/ml, 5 -8
koncentrace BSA 1 ug/ml, 2 — 2 ug/ml, 3 — 4 ug/ml, 4 - ug/ml, 6 - 10 ug/ml, M — marker K494, barveno Ag
6 ug/ml, 5 -8 ug/ml, 6 - 10 ug/ml, M — marker K494,
barveno Ag
[ 1]
H B
1]

- B8 -



:
8 |

|
|
|
|
i

Obr. 27: 8% SDS-PAGE dokumentujici homogenitu
PVA vrstev s HRP (vzorky ze 3 oblasti (I11,11I) PVA
vrstvy): 1 —NC (PVA bez TL, 2 —oblast I, 3 —oblast I1,
4 — oblast 111, 5 — NC, 6 — oblast I, 7 — oblast II, 8 —
oblast I1l, M — marker K494, barveno Ag

MO1234 56

Obr. 26: 8% SDS-PAGE dokumentujici koncentracni
Fadu HRP: 0 — destilovand voda, 1 — HRP 1 ug/ml, 2 -
HRP 2 ug/ml, 3 — HRP 4 ug/ml, 4 — HRP 6 xg/ml, 5 —
HRP 8 ug/ml, 6 — HRP 10 uxg/ml, M — marker K494,
barveno CBB

Kalibracni krivky BSA a HRP pro stanoveni
koncentrace proteiniti

Koncentrace proteinu [pug/ml]
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Graf 4: Kalibracni ki'ivky BSA a HRP pro stanoveni koncentrace proteinii

Pro zjisténi koncentrace kienové peroxidazy ve vzorcich byla pouZita metoda stanoveni

koncentrace proteint podle Bradfordové, kdy se 1 kole¢ko/5 kole¢ek o praméru 1,5 cm rozpustilo

v 1 ml destilované vody. Bohuzel mnozstvi HRP ve vzorcich je minimalni, resp. na spodni hranici

detekovatelnosti (neni rozdil mezi 1 koleCkem a 5 kolecky, ani mezi materialem bez/s HRP),

proto neni mozné dopocitat jeho mnozstvi. D4 se

bandu odpovida koncentraci dan¢ho proteinu.

v

ale ¢aste¢né ur¢it pomoci SDS-PAGE, kdy Site

Porovnanim bandti ze vzorki na Obr. 27 a

kalibra¢ni kiivky na Obr. 25, by se dala odhadnout koncentrace HRP ve vzorcich kolem 4 pg/ml.
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Podle vyslednych gelt z SDS-PAGE je ziejmé, Ze barveni stiibrem dosahuje lepsi citlivosti

nez barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue, viz Obr. 25 a 27.

Metodou podle Bradfordové byla stanovena koncentrace proteinti v trombocytarnich
lyzatech. Byla piipravena nasledujici fedici fada TL (o koncentraci TRS 715-10%ml) a zjistén

obsah proteind.

Tabulka 18: Redici Ffada TL, 595 nm

Absorbance
0,3887 0,1799 0,0494
(bez blanku)
Koncentrace
Mimo kalibra¢ni kiivku 3,993
[nl/mg]

Pomoci této fedici fady lze stanovit celkové mnozstvi proteinu obsazené v jednom mililitru
trombocytarniho lyzatu, které se rovna 19,96 mg/ml. Pfi tomto experimentu byl pouzit
trombocytarni lyzat z TRS s koncentraci 715-10°8 trombocyt/ml. Pro experimenty byl ale pouzit
TL z TRS s koncentraci 916-10° trombocyti/ml, 1ze tedy predpokladat i adekvatné vyssi obsah

proteint.

Peroxidasa byla ptidana do 12% roztoku PVA (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyzy)
a zvlaknéna obdobné jako roztok s trombocytarnimi lyzaty. Do roztoku PVA bylo ptidano
mnozstvi HRP odpovidajici 1 mg HRP / 1 g zvlaknéného PVA. HRP bylo rozpusténo
Vv acetatovém pufru (mg/100 ul pufru) a pfidano do roztoku, viz kapitola 4.3.2 b). Aktivita HRP
je 100 U/mg. Finalni mnoZzstvi na vzorku o hmotnosti 1,5 mg (kolecko o primeéru 1,5 cm) by mélo

byt 1,5 ng HRP, coz odpovida aktivité 0,15 U.

Vrstvy byly opét zvlaknény na Nanospider ™ NS 1WS500U, za nize uvedenych podminek
(Tabulka 19). Pro dosazeni vyssi plosné hmotnosti, a tedy vétsiho (detekovatelného) mnozstvi,
byla vrstva nazvlaknéna dvakrat — na vytvorenou prvni vrstvu byla nazvlaknéna druha. Vysledna

vrstva byla kompaktni.
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Tabulka 19: Podminky zvldknovani 12% PVA (+HRP), MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza

Podminky 12% PVA 12% PVA + HRP ‘
Napéti [kV] 47,7/-10,3
Rychlost cartridge [mm/s] 136,-137,3
Odtah textilie [mm/min] 2x 8-10 2x 9-11
Odtah struny [mm/min] 14,68-15,00
Vzdalenost kolektoru [mm] 174 158
Teplota [°C] 235
Relativni vlhkost [%0] 42,6

Z vytvoteného materialu byly pofizeny snimky metodou SEM (kapitola 4.3.4), zjistény

pruméry vlaken a plo§na hmotnost vrstev.

AN

SEM HV: 20.0 kV 5 SEM MAG: 500 kx || VEGA3S TESCAN
WD: 15.25 mm Det: SE WD: 15.21 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 pm | Date(midly): 08/14/17 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 08/14/17 FT TUL Liberec

Obr. 28: Snimky ze SEM 12% PVA A-bez HRP B-s HRP, zvétseni 5000x

Tabulka 20: Charakteristika vrstev 12% PVA s/bez HRP

Material 12% PVA 12% PVA + HRP
Primér vldken [pm] 0,23 + 0,07 0,22 + 0,06
Plosna hmotnost [g/m?] 6,20 +0,28 6,28 +0,11
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Pfipravena vrstva 12% PVA byla srovnatelnd s vrstvou obsahujici HRP, ze snimki
z elektronového mikroskopu lze vidét, ze Cist¢é PVA tvofilo vice defektd. To by mohlo byt
zapticinéno nestabilnimi okolnimi podminkami. Priiméry vldken i plosna hmotnost materialu jsou

srovnatelné.

Vyrobené vrstvy z12% polyvinylkoholu (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza) maji
zpravidla podobné charakteristiky — prumér vlaken se pohybuje v rozmezi 0,20-0,27 um, plosna
hmotnost je predevsim zédvisla na rychlosti odtahu nosné textilie (spun bond) pfi elektrostatickém
zvlakiiovani. Mnozstvi proteintt v trombocytarnim lyzatu je velké, lze tedy ze vzorkd urcit
koncentraci pomoci stanoveni koncentrace podle Bradfordové a kalibra¢ni kiivky BSA. U vrstev
obsahujici HRP je koncentrace peroxiddzy nizka, nelze ji tedy detekovat ani touto metodou.
Mnozstvi HRP bylo vypoéteno piedev§im pro metodu stanovené enzymatické aktivity (kapitola
4.3.6), a tedy aby vysledky byly v rozmezi kalibra¢ni kivky. Tato esej byla provedena za tcelem
Zjisténi, zda a jak je ovlivnéna aktivita proteinu po procesu zvlakiiovani a nasledného skladovani

materialu s inkorporovanymi proteiny po dobu 3 tydni, kdy jsou vzorky uskladnény pti 5°C.
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Graf 5: Kalibracni kiivka HRP pro stanoveni aktivity proteinii
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Aktivita HRP inkorporovaného ve 12% PVA
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Graf 6: Aktivita HRP inkorporovaného do 12% PVA

Na Graf 6 vidime aktivitu inkorporovaného HRP po zvlaknéni (0D) a dale nasledném
skladovani (az 21D). Ve vzorcich po zvlakinovani je aktivita HRP (2,85 + 0,13) U/mg proteinu.
Po 3 dnech je jiz aktivita polovi¢ni, po 7 dnech je téméf na tietiné, po 14 dnech jiz na pétiné
aktivity a po tfech tydnech jiz vzorky ztraci 85 % své aktivity. Ve srovnani s experimenty (Buzgo,
2017), kde testovaly PCL vlakna s inkorporovanym HRP dochéazelo k rychlej§imu snizeni
aktivity enzymu. Jiz po 8 dnech ztracela HRP v PCL vlaknech svou aktivitu z vice nez 80 %,
kdezto enzym kienové peroxidazy v PVA vlaknech ztraci svou aktivitu ve stejné mite az po 21
dnech. Lze tedy konstatovat, ze proces elektrostatického zvlaknovani a aplikace vysokého napéti
na polymerni roztok vyrazné neovliviiuje funkcénost a aktivitu inkorporovanych proteint.
Z vysledku aktivity skladovanych materiali s HRP 1ze predpokladat, Ze se podobné budou chovat

i riistové faktory Vv trombocytarnim lyzatu a budou postupné degradovat a ztracet svou aktivitu.

5.3 Nalezeni méné rozpustné vrstvy

U predchozich vyrobenych PVA vrstev (s 88% hydrolyzou) byla zvladnuta inkorporace
proteinit do materialu bez ovlivnéni aktivity. Dal$im krokem bylo zajisténi postupného
uvoliovani aktivni latky. Polyvinylalkohol s hydrolyzou 88 % je vyborné rozpustny ve vodé pii
pokojové teploté. Snizit rozpustnost PVA lze napiiklad sitovanim. Sitovani se ale provadi
toxickymi latkami (glutaraldehyd) a silnymi kyselinami, které by mohly denaturovat pouzité
aktivni latky.
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5.3.1 Modifikace PVA vrstev

Dalsi moznosti je povrchova modifikace OH skupin, kdy jsou na povrch vrstvy kovalentné
vazany skupiny snizujici rozpustnost modifikovaného polymeru ve vodé. Vzorky byly odeslany
na povrchovou modifikaci na univerzitu Palackého v Olomouci (katedra organické chemie).
Pomoci kyseliny [2- [2- (Fmoc-amino) ethoxy] ethoxy] octové (FAEEAA) byla provedena
acylace povrchu. (Buzgo, 2015)

SEM HV: 10.0 k
WD: 15.20 mm Det: SE 10 pm
View fleld: 55.4 ym | Date(m/dly): 12/19/16 FT TUL Liberec

WD: 16.15 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym | Date(m/d/y): 09/08/16 FT TUL Liberec

Obr. 29: SEM snimky PVA vrstev s 10 % TL A-nemodifikovani, B-modifikace Olomouc, zvétseni 5000x

U modifikovanych vzorkli nastava vlivem modifikace zména morfologie povrchu. Pfi
manipulaci s modifikovanymi vzorky bylo ziejmé, ze dochazelo ke srazeni materialu a ztraté
elasticity oproti pivodnimu materialu. Modifikovany material byl kieh¢i a htfe se s nim

manipulovalo.

Byly vytvoteny 2 série modifikovanych PVA vrstev (12% PVA, MW 130000 g/mol, 88 %
hydrolyza) s obsahem 10% TL a bez TL. Tyto modifikované vzorky byly nasledné biologicky
testovany in vitro s bunénou linii 3T3-SA i MG-63. Testovani probihalo v 96 jamkovych
destickach v CO: inkubatoru (37 °C, 5 % COy). (Kapitola 4.3.7) Zaroven byla také feSena i
moznost sterilizace vzorkit pomoci UV a ethylenoxidu. Modifikované vrstvy byly taktéz

zkoumany elektronovym mikroskopem. (Kapitola 4.3.4)
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MTT test, 12% PVA, 1.modifikace Olomouc
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Graf 7: MTT test 12% PVA (MW 130000 g/mol, 88% hydrolyza) 1.modifikace Olomouc, 3T3-SA (P18)

Zhodnot MTT testu mizeme vyhodnotit jako lep$i metodu sterilizace ethylenoxidem
(EtOx), coz se nejvice projevilo 7. testovaci den. Zaroven tento MTT test potvrdil vysledek
minulych testd, kdy obsah trombocytarnich lyzatt pozitivné stimuluje rist bunék na materialu.
Co se ty¢e modifikovanych PVA vrstev, Ize vidét, ze tato metoda modifikace neni vhodna pro

ptipravu tkanového nosice, naopak se zda silné€ cytotoxicka.

Vzhledem k vysledkim biologického testovani modifikovanych vzorkt bylo provedeno
jeste jedno kontrolni biologické testovani u nové (jiz druhé) modifikace PV A vrstvy S bunéénou
linii MG-63. Testovani probéhlo ve 24 jamkovych destickdch (vzorky o priméru 1,5 cm),
nasazovalo se 5-10° bunék/jamka, ve stejnych podminkéach jako piedchozi pokus.
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MTT test PVA vrstev 2. modifikace
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Graf 8: MTT test 12% PVA (MW 130000 g/mol, 88 % hydrolyza) 2. modifikace, MG-63 (P12)

MTT test potvrdil vysledky prvniho testovani, modifikované vrstvy 1 pfes

obsah trombocytarnich lyzatti vykazuji silnou cytotoxicitu.
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SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.01 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.90 mm Det: SE WD: 15.10 mm Det: SE
View fleid: 554 ym  Date(m/dly): 12/19/16 FT TUL Liberec View fleid: 55.3 ym  Date(m/dly): 12/18/16 FT TUL Liberec

-

-

SEM HV: 10.0 kV SEM MAG: 5.00 kx 1 NI VEGAZ TESCAN SEM HV. 10.0 kV i V‘EGAS TESCAN
WD: 14.90 mm Det: SE WD: 15.13 mm Det: SE -
View fleld: 55,4 pm  Date(m/d/y): 12/19/16 FT TUL Liberec View fleid: 55.4 ym  Date(m/dly): 12/19/16 FT TUL Liberec

Obr. 30: SEM snimky modifikovanych PVA vzorkii s 10 % TL v priibéhu biologického testovani, MG-63, 5000x

Modifikace PVA vrstev acylaci pomoci FAEEAA (Buzgo, 2015) neni pro nase ucely
vhodna, jelikoz je cytotoxickd, a to na obou bunéénych linii 3T3-SA i MG-63. Jiz samotna
modifikace vrstev méni nanovlakennou strukturu. Z tohoto hlediska je vhodné hledat jinou

alternativu vyroby ¢astecné rozpustného PVA ve vodé¢. Z dalSich vysledkt biologickych testt
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vyplynulo, Ze vhodnéjsi sterilizace vzorku je pomoci ethylenoxidu, ktery nesnizuje viabilitu
bunék. Z vysledki biologického testovani vyplyva, ze trombocytarni lyzaty pozitivné ovliviuji

rust bunék na materialech.

5.3.2 PVA 98% hydrolyza (MW 125000 g/mol)

Dalsi moznosti, jak zajistit ¢aste¢nou nebo postupnou rozpustnost polyvinylalkoholu, je
pouziti PVA s vys$si hydrolyzou (Kapitola 1.2). V nasem piipadé byl nejprve zkousen PVA se
stfedni molekulovou hmotnosti 125000 g/mol a hydrolyzou 98 %. Pro snizeni povrchového napéti
byl pouzit rozpoustédlovy systém voda:ethanol 9:1. U vytvotenych vzorki z 10% PVA a z 10%
PVA s obsahem 10 % TL byla testovana morfologie, obsah proteint, uvoliiovani proteint a bylo

provedeno biologické testovani s buné¢nou linii MG-63.

Tabulka 21: Podminky pro zvidkiovani na Nanospideru pro 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyza)

Podminky 10% PVA 10% PVA + 10 % TL
Rychlost cartridge [mm/s] 136,-137,3
Odtah textilie [mm/min] 10-11
Odtah struny [mm/min] 22,0
Vzdalenost kolektoru [mm] i
Teplota [°C] 22,4
Relativni vlhkost [%] 35,4

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.54 mm Det: SE 50 pm
View field: 277 ym  Date(m/dfy): 03/07/17 FT TUL Liberec

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1,00 kx VEGA3 TEQCAN
WD: 14.48 mm Det: SE 50 pm
View field: 277 ym | Date(m/dfy): 03/07/17 FT TUL Liberec

Obr. 31: Snimky SEM pro 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyza) A-bez TL, B-s 10% TL, zvétseni
1000x
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 kx | | VEGAS TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 kx || VEGA3S TESCAN|
WD: 14.48 mm Det: SE 10 pm WD: 14.53 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym | Date(m/dfy): 03/07/17 FT TUL Liberec View field: 55.4 ym  Date(m/d/y): 03/07/17 FT TUL Liberec

Obr. 32: Snimky SEM pro 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyza) A-bez TL, B-s 10% TL, zvétseni 5000x

Ze snimkl z elektronového mikroskopu lze pozorovat méné homogenni strukturu u vzorku
¢istého 10% PV A, coz doklada také mensi plosna hmotnost vrstvy oproti vrstvé s TL, na které se

nevyskytuje takové mnozstvi defekti.

Pro zjisténi celkové koncentrace proteinti ve vzorku bylo nutné vzorky kompletné rozpustit.
Vzhledem k vysoké hodnoté hydrolyzy vzorky nelze rozpustit pii pokojové teploté, proto byla
pouzita vodni lazei o teploté 80 °C. Pro celkové stanoveni mnozstvi proteinii byla pouZita metoda

podle Bradfordové (kapitola 4.3.5 b)).

Tabulka 22: Charakteristika vrstev z 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98% hydrolyza)

Material Primér vliken [pm] Plo$na hmotnost [g/m?] Koncentrace proteinu
[mg/g PVA vrstvy]
10% PVA +0% TL 0,31+0,15 4,24 0
10% PVA + 10 % TL 0,35+0,10 9,08 8,994 + 0,417
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Histogram pruméri vlaken PVA vrstev
(98% hydrolyza)
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Graf 9: Histogram priméri viaken 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyza)

Praméry vlaken vytvotenych PVA vrstev jsou srovnatelné, i kdyz vrstva bez obsahu TL ma
lehce vétsi distribuci praméra vldken, za coz mohou prave pritomné defekty na vrstvé. Vysledna

koncentrace proteind v 1 gramu PVA vrstvy odpovidala 8,994 + 0,417 mg.

Dale byl proveden test postupného uvolilovani proteinu ze vzorkl obsahujici trombocytarni
lyzat v inkubatoru pfi teploté 37 °C. Vzorky (kolecka o praméru 1,5 cm a hmotnosti 2 mg) byly
vlozeny do mikrozkumavky a bylo pfipipetovano 0,2 ml sterilniho PBS. Roztok (vyluh) ze vzorka
byl odebran po 1 hoding, 4 hodinach, po 1,4,7 a 14 dnech. Vzhledem Kk ptedchozim vysledkiim,
kdy se castecné hovotilo o homogenité vrstev, nebyl tento test kumulativni. Néasledné byly vzorky

podrobeny stanoveni koncentrace proteinti podle Bradfordové (kapitola 4.3.5 b)).
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Uvolniovani TLz 10%PVA + 10 % TL
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Graf 10: Uvoliiovani TL z 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98% hydrolyza) + 10% TL

Z vysledkt uvoliiovani proteind (TL) z vrstev 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyzy)
s obsahem 10 % trombocytarnich lyzath je vidét, Ze dochdzi k postupnému uvolilovani proteinti.
nedostatecnou homogenitou vzorki. Homogenita vzorkh by mohla byt zaji§téna dalsi
optimalizaci elektrostatické¢ho zvldknovani, a predevSsim zajiSténim stabilnich zvlakniovacich
podminek. To by bylo mozné pouzitim kvalitni klimatizace prostoru pro electrospinning. Bylo by
tedy vhodné znovu provést tento experiment kumulativné a eliminovat tim vliv nehomogenity
vrstvy. Nicméné z predchoziho stanoveni celkové koncentrace proteinu ve vzorku (8,994 mg
proteinu/g PVA vrstvy) Ize stanovit mnozstvi uvolnéné do roztoku po jednotlivych testovacich
dnech. Po prvnim dnu bylo uvolnéno ptes 60 % proteint, po 4 dnech témét 80 % a po 14 dnech
vice nez 97 %. Lze tedy predpokladat podporu adheze a proliferace bunék predevs§im v prvnich
14 dnech.

Vrstvy byly dale podrobeny biologickému testovani s butikami MG-63 po dobu 14 dnd.
Z vrstev byly vytvofeny vzorky ve tvaru koleCka s pramérem 1,5 cm, vysterilizovany

ethylenoxidem, nasazeny do 24 jamkové desti¢ky s koncentraci bunék 3-10° na jamku.
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Graf 11: MTT test 10% PVA (125000 g/mol, 98% hydrolyza)

Z vysledki MTT testu vyplyva, Ze obsah trombocytarnich lyzatd opravdu podporuje

bunécnou adhezi a naslednou proliferaci bunék.

Polyvinylalkohol s 98% hydrolyzou ukazal moznou cestu pii pfipravé pomalu rozpustnych
vrstev s postupnym uvoliiovanim biologicky aktivni latky, trombocytarnich ristovych faktort.
Hlavnim problémem polyvinylalkoholu s vysokym stupném hydrolyzy je nejen jeho
nerozpustnost ve vodé (rozpousti se az pti vysokych teplotdch kolem bodu varu), ale také Spatna
produkce nanovlakennych vrstev. PVA s 99 % hydrolyzy obsahuji 99 % hydroxylovych skupin,
coz je ptic¢inou tvorby silnych mezimolekularnich sil, vodikovych mistkl. Tyto vodikové mistky
zajistuji Spatnou rozpustnost ve vodé. Rozpustnost je dale zavisla na stfedni molekulové
hmotnosti polymeru. Z toho divodu byly vyzkouseny dalsi typy PVA, tentokrate s hydrolyzami
nad 99 % s molekulovymi hmotnostmi 50-85 tisic g/mol, 89-98 tisic g/mol a 130 tisic g/mol.
Nejprve bylo potieba najit vhodnou koncentraci pro piipravu roztoku a jeho néasledné

zvlaknovani.

Dale bylo potieba do roztokti PV A ptidat ur¢ité mnozstvi ethanolu pro sniZzeni povrchového
napéti polymerniho roztoku, obvykle se to byva 20 ¢i 30 % rozpoustédlového systému (voda-
ethanol). Pro biologické latky, jako jsou proteiny, které¢ jsou citlivé na denaturacni Cinidla, je
vhodnégjsi pouziti co nejmensiho mnozstvi ethanolu. Z tohoto ditvodu byly zkouseny roztoky

s 10 a 20% ethanolu v rozpoustédlovém systému (tzv. pomér 9:1 ¢i 8:2, voda:ethanol).
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Pro ptipravu vrstev byla testovana zvlaknitelnost roztokd s riznymi koncentracemi PVA,

finalni sloZeni jednotlivych roztokt PVA je uvedeno v Tabulce 23.

Tabulka 23: Slozeni PVA roztokii, jejich charakterizace a podminky zvldknéni

12 % 10 % 6 %
MW [g/mol] 50-85 tisic 89-98 tisic 130 tisic
Hydrolyza 98-98,9 % 99+ % 99+ %
Voda:ethanol 8:2 9:1 8:2 9:1 8:2 9:1
SloZeni 6 g PVA 6 g PVA 5gPVA 5gPVA 3gPVA 3gPVA
35,2 g dH,0 39,6 g dH,0 36 g dH.0 40,5 g dH,O 37,6 g dH,O 42,3 g dH,O
8,8 g EtOH 4,4 g EtOH 4 g EtOH 4,5 g EtOH 9,4 g EtOH 4,7 g EtOH
1 [Pas] (100/s) 0,5223 0,3537 0,3354 0,2586 0,6433 0,3962
¢ [mN/m]
67,99 + 2,57 51,26 +0,17 60,28 + 0,45 60,17 + 0,48 47,58 + 0,07 49,94 + 0,22
(25,2 °C)
Electrospinning Vysoké napéti: 60,2/-10,0 kV
Vzdalenost kolektoru: 159 mm
Odtah struny: 23,87 mm/min
NELZE
Odtah textilie: 8 mm/min )
i ZVLAKNIT
Rychlost cartridge: 250 mm/sec
Teplota: 32,7 °C
Relativni vlhkost: 25 %
Pravlak 0,7 mm 08 mm -
0,7 mm — nelze Tvorba
fyzikalni gel
—gel fyzikalniho
0,6 mm Snaha
08 mm - gelu
zvlaktiovat,
nanasi hite o Nelze zvlaknit
optimalizace

Bylo provedeno méfeni dynamické viskozity m a povrchového napéti ¢ ptipravenych
polymernich roztokil. Dynamicka viskozita byla méfena na souosych rotacnich valcich (Z20 DIN,
Roto Visco 1, HAAKE) pfi linearné rostouci smykové rychlosti (Pfiloha B) Stanoveni
povrchového napéti roztokli probihalo metodou zjisténi maximalniho tlaku v bubliné¢ pomoci
pristroje Pocket Dyne od Kriiss. Dale bylo zméfeno povrchové napéti rozpoustédlovych systémi
pro potvrzeni snizeni povrchového napéti pomoci ptridané¢ho ethanolu (Pfiloha B). Divodem
méfeni dynamické viskozity a povrchového napéti polymernich roztokl byl predpoklad n&jaké
korelace mezi kvalitou elektrostatického zvlaknovani a témito hodnotami. Bohuzel

s ptihlédnutim k vysledkiim zvlaknovani nize nelze tuto korelaci potvrdit.
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Pii zvlaknovani byl do komory hnan teply vlhky vzduch, ktery by mél dle (Pelipenko, 2013)
zvySovat relativni vlhkost a zapfi¢init vznik slabsich vldken. Zvlakiiovani polymernich roztoka
se stfedni molekulovou hmotnosti 50-85 tisic g/mol probihalo podle parametrii uvedenych
v Tabulce 23 bez vétsich problémt. Vytvofené vrstvy byly na prvni pohled homogenni a bez
vétSich defekti. U molekulové hmotnosti 89-98 tisic g/mol bylo nutné pouzit vétsi pravlak pro
nanaseni polymerniho roztoku na strunu. U roztoku s pomérem voda:ethanol 9:1 nestacil ani
pravlak 0,7 mm, kdy se tvotil u privlaku fyzikalni gel a polymerni roztok se dale nenanasel na
strunu. Pfi pouziti pravlaku 0,8 mm dochazelo k nanaseni roztoku na strunu, ovSem zvlaknovani
neprobihalo dobie a vrstva nebyla celistva. U polymernich roztokii molekulovych hmotnosti 130
tisic g/mol dochazelo opét ktvorbé fyzikilniho gelu. Roztok s pomérem rozpoustédel
voda:ethanol 8:2 vykazoval snahu zvlaknovat, je nutna ale dalsi optimalizace procesu. Roztok
tohoto PVA s pomérem rozpoustédel 9:1 jiz zvlaknit nelze. Tvorba fyzikalniho gelu je disledek
vysoké molekulové hmotnosti a vysoké hydrolyzy, kdy dochazi k tvorbé vodikovych mustkt

mezi jednotlivymi molekulami.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx 11 VEGAS3 TESCAN|
WD: 14.82 mm Det: SE 10 ym WD: 14.88 mm Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym | Date(m/dly): 11/23/17 FT TUL Liberec View fleld: 55.4 ym  Date(m/dly): 11/23/17 FT TUL Liberec

Obr. 33: Snimky SEM 12% PVA (MW 50-85000 g/mol, 98-98,9% hydrolyza) s rozpoustédlovym systémem A-
voda:ethanol 8:2, B-voda:ethanol 9: 1, zvétseni 5000x
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 | VEGA3 TESCAN
WD: 14.88 mm Det: SE 10 pm
View fleld: 55.4 pm | Date(m/dly): 11/23/17 FT TUL Liberec

LN

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.01 kx VEGA3 TESCAN
WD: 14.92 mm Det: SE 10 pm
View fleld: 55.2 pm | Date(m/dly): 11/23/17 FT TUL Liberec

Obr. 34: Snimky SEM 12% PVA (MW 89-98000 g/mol, 99+% hydrolyza) s rozpoustedlovym systémem A-
voda:ethanol 8.2, B-voda:ethanol 9:1, zvétseni 5000x
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:20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN

WD: 14.98 mm Det: SE 10 pm
View fleld: 55.4 pm | Date(m/dly): 11/23/17 FT TUL Liberec

Obr. 35: Snimek SEM 6% PVA (MW 130000 g/mol,
99+% hydrolyza) s rozpoustédlovym  systémem
voda:ethanol 8:2, zvétseni 5000x

Ze snimku ze skenovaciho elektronového mikroskopu (Obr. 33-35) jsou materialy s riznymi
poméry rozpoustédlového systému srovnatelné. Co se tyCe elektrostatického zvlaknovani je
vhodné&jsi pomér 8:2, kdy dochazi k lepsi produktivité, zaroven se vrstvy jevi jako kompakinéjsi

a homogenné;jsi (obsahuji méné defekti).

Tabulka 24: Priméry vidken a plosna hmotnost pripravenych vrstev PVA s 99% hydrolyzou

Polymer Priméry vlaken [pm] Plo$na hmotnost [g/m?]

12% PVA 50-85 tisic g/mol

(0,27 +£0,1) 1,316
99% hydrolyza, 8:2
12% PVA 50-85 tisic g/mol

(0,26 +0,09) 0,544
99% hydrolyza, 9:1
10% PVA 89-98 tisic g/mol

(0,25 +0,11) 1,148
99% hydrolyza, 8:2
10% PVA 89-98 tisic g/mol

(0,23 +0,08) 0,780
99% hydrolyza, 9:1
6% PVA 130 tisic g/mol

(0,64 + 0,36) NELZE
99% hydrolyza, 8:2
6% PVA 130 tisic g/mol

NELZE NELZE

99% hydrolyza, 9:1

Plosna hmotnost vzorkl pfipravenych s pomérem rozpoustédel 9:1 je nizsi nez u vzorkd

s pomérem 8:2, coz vypovida o horsi produktivité. JizZ makroskopickym pozorovanim byly vrstvy

-76 -



s pomérem 8:2 shledany jako pevnéjsi a homogenng;j$i, na druhou stranu snimky z elektronového

mikroskopu ukazuji mensi mnozstvi defektd u vrstev s pomérem rozpoustédel 9:1.
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6 ZAVER

Polyvinylalkohol je jeden z nejcast&ji zkoumavych polymert rozpustnych ve vodé, a to
ptedev§im diky moznému uplatnéni ve farmacii a medicing. Diky rozpoustédlu je vhodny pro
inkorporaci riznych biologicky aktivnich molekul, jako jsou naptiklad proteiny a ristové faktory
V trombocytarnich lyzatech. V ramci této prace byl pfipraven nanovlakenny materidl (scaffold)
na bazi polyvinylalkoholu s inkorporovanymi trombocytarnimi rastovymi faktory
z trombocytarniho lyzatu (TL), a ptedev§im jeho optimalni mnozstvi. Pouzity polyvinylalkohol
se sttedni molekulovou hmotnosti 130 tisic g/mol a 88% hydrolyzou byl vhodnym modelem ke
zkoumani chovani procesu elektrostatického zvlaknovani a nasledné analyzy obsazenych
proteini ve vyrobenych PVA vrstvach. Pripravené vrstvy vyrobené z roztokli PVA s rliznou
koncentraci TL (7,5%, 10% a 12,5%) byly podrobeny nékolika testim. VVzhledem k morfologii
vyrobenych vrstev a obsahu inkorporovanych proteinti byla pro dalsi experimenty vybrana vrstva
PVA s obsahem 10 % TL. Obsah proteinti ve vzorku PVA s obsahem 10% TL odpovida 6,42 mg
proteinl/g vyrobené vrstvy. Pro zjisténi aktivity proteini po procesu zvlakiovani a aplikace
vysokého napéti na polymerni roztok byl pouzit modelovy systém s kienovou peroxidazou
(HRP). Byly pfipraveny vlakenné vrstvy z PVA s obsahem HRP, které bylo do roztoku ptidano
v poméru 1 mg HRP/1 g hmotnosti PVA. Aktivita enzymu byla méfena po zvlaknéni, a dale po
1,3,7,14 a 21 dnech. Aktivita HRP po zvldknéni odpovidala (2,85 + 0,13) U/mg proteinu. Po tiech
dnech uchovavani v lednici (5 °C) byla aktivita na poloving, po tydnu jiz byla na jedné tieting
a po dvou tydnech jen na jedné pétin€ ptivodni aktivity. Po tfech tydnech ztraci enzym 85 % své
puvodni aktivity. Ve srovnani s pokusy (Buzgo, 2017), které taktéz feSily aktivitu HRP ve
vlaknech PCL, dochazi k poklesu aktivity HRP ve vlakenné vrstvé PVA pomaleji nez u PCL
vlaken, kde aktivita HRP po 8 dnech dosahovala méné nez 20 % své pivodni aktivity. Z vysledka
této prace vyplyva, ze aktivita HRP po 7 dnech klesa na tietinu své piivodni aktivity.

Rozpustnost pouzitého typu PVA nam dovolovala snadno zjistit koncentrace a aktivitu
inkorporovanych proteint, ale pro postupné uvoliiovani rustovych faktori bylo toto PVA
nevhodné. Sitovani polymeru, pro nutné pouziti denaturacnich ¢inidel, bylo zamitnuto, proto se
ptistoupilo k povrchové modifikaci PVA vrstev. S pomoci katedry organické chemie na
univerzité Palackého v Olomouci byly vzorky acetylovany FAEEAA. Modifikované vrstvy PVA
(MW 130000 g/mol s 88% hydrolyzou) byly biologicky testovany pomoci bunék 3T3-SA i MG-
63. Vysledky vSak prokézaly silnou cytotoxicitu modifikovanych vzorkd. Nicméné se prokazal
pozitivni vliv TL na adhezi a proliferaci bun€k. V ramci in-vitro experimentli byla testovana

i sterilizace vzorkll — vysledky prokazaly, Ze pro materialy s inkorporovanymi proteiny je vhodna
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sterilizace ethylenoxidem. Samotna modifikace taktéz ménila nanovlidkennou strukturu

vyrobenych vrstev, z téchto diivodt neni tato modifikace vhodna na vyrobu tkdnovych nosici.

Dalsi moznosti snizeni rozpustnosti PVA je pouZiti polyvinylalkoholu s vysokou
hydrolyzou. Nejprve byl pouzit PVA s MW 125 tisic g/mol a hydrolyzou 98% a byla zkousSena
i inkorporace 10% TL jako v pfedchozich pokusech. Zvlaknovani probihalo hufe, nicméné
polymerni roztok s obsahem proteinti Sel zvlakiiovat snaze, coz lze potvrdit vysledky ze SEM
(Obr. 31 a Obr. 32) i dvojnasobné plosné hmotnosti vrstvy. Je vysoce pravdépodobné, Ze
proteiny zabraiuji vzniku vodikovych mustkli mezi hydroxylovymi skupinami jednotlivych
makromolekul polyvinylalkoholu a roztok je pak lépe zvlaknitelny. Koncentrace proteinti ve
vzorcich byla stanovena metodou podle Bradfordové na 8,97 mg proteinu / 1 g vrstvy. Test
uvolnovani proteini v pribéhu 14 dni prokdzal postupné uvoliiovani proteind, kdy uvolnéni
proteinll do roztoku po 14 dnech odpovidd 97% celkové mnozstvi. Pfi biologickém testovani
s MG-63 osteoblasty bylo prokazano, Ze inkorporované trombocytarni rustové faktory ovliviiuji
rust bunék minimalné po dobu 1 tydne. Tento material se za dobu 9 mésici pfi teploté 37 °C ve

vode¢ zcela nerozpustil.

Je mozné taktéz pouziti PVA i s vyssi hydrolyzou 99% a jinych molekulovych hmotnosti.
Pii optimalizovani zvlaknovani téchto roztokii bylo zjist€no vhodné&jsi pouziti systému
voda:ethanol v poméru 8:2, kdy dochazi k tvorbé homogennéjsi nanovlakenné vrstvy. Ke zlepSeni
zvlaknovani mohou také pomoci trombocytarni lyzaty, které narusi tvorbu vodikovych vazeb
mezi makromolekulami jako v pfedchozim piipadé s PVA s 98% hydrolyzou. Bylo by vhodné
pokracovat v hledani optimalniho polyvinylalkoholu s vhodnou hydrolyzou a molekulovou
hmotnosti. Dal$i moznosti je vytvofeni nanovlakenné struktury PVA vlaken s TL v kombinaci
s mén¢ rozpustnym polymerem (dalsi PVA s vyssi hydrolyzou a obsahem TL, popt. napi. PCL
vlaken) pro zajisténi pevnéjsi struktury. Pro zlepSeni a stabilizaci elektrostatického procesu

zvlaknovani by bylo vhodné potizeni klimatiza¢ni jednotky.
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Obr. 22: Morfologie piipravenych PVA vrstev, zvétSeni 5000x , A-12% PVA, B-12%

PVA+75%TL, C-12% PVA+10% TL, D-12% PVA+ 125% TL ...cecovvevenneee. - 55 -
Obr. 23: 8% SDS-PAGE se vzorky 12% PVA s riznym obsahem TL ve srovnani se
VZOrKy pana HanzZla ...........ccooiiiieie e - 56 -

Obr. 24: 8% SDS-PAGE dokumentujici koncentracni kiivku BSA pouzitou pro stanoveni
koncentrace inkorporovanych proteini, 0 — destilovana voda, 1 — koncentrace BSA 1
ug/ml, 2 -2 ug/ml, 3—4 pug/ml, 4 - 6 ug/ml, 5 - 8 ug/ml, 6 - 10 ug/ml, M — marker K494,
0L o[0T Ao USSR - 58 -
Obr. 25: 8% SDS-PAGE dokumentujici koncentracni fadu HRP: 0 — destilovana voda, 1
— koncentrace HRP 1 pg/ml, 2 — 2 ug/ml, 3 — 4 pg/ml, 4 - 6 ng/ml, 5 - 8 ug/ml, 6 - 10
ug/ml, M —marker K494, Darven0 AQ ......cocovviieieeie e ecie et - 58 -
Obr. 27: 8% SDS-PAGE dokumentujici koncentra¢ni fadu HRP: 0 — destilovana voda, 1
—HRP 1 pg/ml, 2- HRP 2 pg/ml, 3—HRP 4 pg/ml, 4 —HRP 6 ug/ml, 5— HRP 8 ug/ml,
6 — HRP 10 ug/ml, M — marker K494, barveno CBB .........ccccoocevieiiieieiieieene e -59 -
Obr. 26: 8% SDS-PAGE dokumentujici homogenitu PVA vrstev s HRP (vzorky ze 3
oblasti (LILIII) PVA vrstvy): 1 — NC (PVA bez TL, 2 —oblast I, 3 — oblast Il, 4 — oblast
I11, 5—NC, 6 —oblast I, 7 — oblast Il, 8 — oblast I1l, M — marker K494, barveno Ag- 59 -

Obr. 28: Snimky ze SEM 12% PVA A-bez HRP B-s HRP, zvétseni 5000x.............. -61 -
Obr. 30: SEM snimky PVA vrstev s 10 % TL A-nemodifikovani, B-modifikace Olomouc,
ZVESENT SO00X ...ttt - 64 -
Obr. 29: SEM snimky modifikovanych PVA vzorkti s 10 % TL v prabéhu biologického
teStOVANT, MG-63, 5O00X ....vveiiiiiiiiiiiiiteiii e e et e e e e e s e e s s s sbb b e e e e e e e e s s saarrres - 67 -
Obr. 31: Snimky SEM pro 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyza) A-bez TL,
B-5 10% TL, ZVEtSENT 1000X.......ccciiuiiieiiiiiiie it e e e e s s e e e s e e e err e e e s annaeeas - 68 -
Obr. 32: Snimky SEM pro 10% PVA (MW 125000 g/mol, 98 % hydrolyza) A-bez TL,
B-s 10% TL, ZVESENT SO00X........cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e e e e e e e e ereeeeerereeeseeerereeereeeeeeeees - 69 -

Obr. 33: Snimky SEM 12% PVA (MW 50-85000 g/mol, 98-98,9% hydrolyza) s

rozpoustédlovym systémem A-voda:ethanol 8:2, B-voda:ethanol 9:1, zvétseni 5000x- 75
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Obr. 34: Snimky SEM 12% PVA (MW 89-98000 g/mol, 99+% hydrolyza) s
rozpoustédlovym systémem A-voda:ethanol 8.2, B-voda:ethanol 9:1, zvétseni 5000x- 75
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Prilohy

A - Lowryho metoda

Dalsi metoda pro kvantifikaci proteinii je Lowryho metoda. Tato metoda vylepsuje méné
citlivou biuretovou metodu, vyuziva dvou cinidel — biuretového a Folin-Ciocalteau ¢inidla.
Nevyhodou Lowryho metody je zavislost na slozeni proteinu — je citlivéj$i na aminokyseliny
tyrosin, tryptofan a cystein. (Stoscheck, 1990) Nicméné spolu s metodou podle Bradfordové

zjistuji celkové mnozstvi proteint, nikoliv jejich aktivitu.

Z vyrobené vrstvy bylo odebrano kolecko o priméru 1,5 cm a rozpusténo v 1 ml destilované
vody. 20 ul tohoto roztoku bylo odebrano do 96 jamkové desticky, ptidano a dobie promichano
s 200 pl ¢inidla, které bylo ptipraveno v poméru 50:1 z roztoku A a B a nechano po dobu 10-20
minut inkubovat v temnu pii pokojové teploté. Po inkubaci bylo ke vzorktm ptidalo 20 ul roztoku
Folin-Ciocalteau fedéného vodou v poméru 1:1 a nechalo se znovu inkubovat po dobu 30 minut
vV temnu a pii pokojové teploté. Méfeni absorbance probihalo na spektrofotometru BioTek pfi

vlnové délce 650 nm.

Tabulka A 1: Slozeni roztokii pro Lowryho metody stanoveni koncentrace proteinii

Roztok SloZeni
| A 074%NaCO3vNaOH 0,749 NaCO;
0,4 g NaOH in 100 ml dH,0
B 0,5% CuSO, 5H,0 v 1% dihydratu citratu sodného | 0,5 g CuSO,4 5H,O
1,14 g CsH,OH(COONa);-2 H,0 in 100 ml dH,O

-90 -



B - PVA SHYDROLYZOU NAD 98%

Tabulka B 1: Test postupného uvoliiovani proteinii z PVA (125000 g/mol, 98% hydrolyza)

Testovaci den 1H 4H 1D 4D 7D 14D
Absorbance
1,087 1,153 1,136 1,417 1,382 1,750
[595 nm]
Koncentrace
[ma/g PVA] 543 5,77 5,68 7,09 6,91 8,75
(na 1 ml)
Dynamicka viskozita PVA roztokid 99%
hydrolyzy
0,7
0,6 0,5781 12% PVA 50_85k 9ku1
_ 0,5 0,493
Z 04 —8—12% PVA 50_85k 8ku2
A 0 0-0—9—0—9 [
— 03 @§%§§ 10% PVA 89-98k 9ku1
= 02 0,247
’ 0, -
01 ' —@=—10% PVA 89-98k 8ku2
0 6% PVA 130k 9kul *
0 100 200 300 400 _@—6% PVA 130k 8ku2*
v [1/s]
Graf B 1: Dynamicka viskozita PVA roztokii 99% hydrolyzy
Povrchové napéti rozpoustédlovych systému
voda:ethanol
_ 60
E 50 + 53,56
2
€ 40 * 42,46
= + 36,32
@ 30
% . + 27,04
c + 21
‘220+ 18,3
o 10
=
o
5 0
g 0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
Pomér obsahu vody ku ethanolu
Graf B 2: Povrchové napéti rozpoustédlovych systémii voda:ethanol
1]
H B
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